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1 Zusammenfassung
1.1 Zusammenfassung
Der Locus coeruleus (LC) ist aufgrund seiner bedeutenden Rolle in der Entste-
hung der Parkinson-Krankheit von großem wissenschaftlichen und therapeuti-
schen Interesse. Im Verlauf der Erkrankung gehen dopaminerge Neurone der
Substantia nigra pars compacta (SNpc) aus bisher ungekla¨rten Ursachen zu-
grunde. Noch bevor die SNpc betroffen ist, sind bereits degenerative Prozesse
im Locus coeruleus nachweisbar. Die noradrenergen Neurone des LC haben
protektiven Einfluss auf das U¨berleben der Substantia nigra und sind aus die-
sem Grund wichtiger Bestandteil der Forschung zur Parkinson-Krankheit.
Die Neurone des LC sind autonome Schrittmacherzellen. Der Mechanismus,
der dieser Schrittmacheraktivita¨t zugrunde liegt, ist bislang weitgehend unge-
kla¨rt. Ziel dieser Arbeit ist es, diesen Mechanismus genauer zu untersuchen
und vor allem die Rolle der L-Typ-Kalziumkana¨le zu kla¨ren. Hierfu¨r wurden
elektrophysiologische, molekularbiologische und fluoreszenzmikroskopische Ex-
perimente an Hirnschnitten von Wildtyp-Ma¨usen (C57Bl/6) durchgefu¨hrt. Mit
der Patch-Clamp Technik gemessene Einzelzellableitungen haben ergeben, dass
die alleinige Gabe des Kalziumantagonisten Isradipin keinen Einfluss auf das
Entladungsmuster der LC-Neurone hat. Die Vermutung, die kontinuierlich ge-
nerierten Aktionspotentiale beruhen auf regelma¨ßigen depolarisierenden Kalzi-
umstro¨men, kann damit u¨berraschenderweise widerlegt werden. Dennoch sind
L-Typ-Kalziumkana¨le in diesen Zellen aktiv: Nach Blockade der Aktionspoten-
tiale durch Tetrodotoxin sind – a¨hnlich wie in SNpc-Neuronen – auch in Zellen
des LC langsame Membranoszillationen (
”
slow oscillatory potentials“) erkenn-
bar, die durch Isradipin effektiv blockiert werden ko¨nnen. Kalziumstro¨me sind
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demnach an der elektrischen Aktivita¨t der LC-Neurone beteiligt, fu¨r die auto-
nome Generierung von Aktionspotentialen aber nicht essentiell.
Ein mo¨gliches Modell zur Erkla¨rung der erho¨hten Vulnerabilita¨t von SNpc- und
LC-Neuronen bei der Parkinson-Krankheit macht durch intrazellula¨res Kalzi-
um verursachten oxidativen Stress fu¨r das verfru¨hte Zellsterben verantwortlich.
Durch die Blockade der L-Typ-Kalziumkana¨le in LC-Neuronen kann demnach
entlastend auf den Kalziumhaushalt der Zellen Einfluss genommen werden,
ohne die Funktion des Locus coeruleus grundsa¨tzlich zu beeintra¨chtigen. Die-
ser Umstand macht den LC zu einem potentiell interessanten Wirkungsort fu¨r
neue neuroprotektive Therapieansa¨tze.
1.2 Summary
The Locus coeruleus (LC) is considered to play an important role in the patho-
genesis of Parkinson´s disease (PD) and therefore is of high scientific and the-
rapeutic interest. In PD dopaminergic Substantia nigra pars compacta (SNpc)
neurons degenerate for unknown reasons. Even before the SNpc is affected,
there are degenerative processes demonstrable in the LC. Noradrenergic LC
neurons are known to have neuroprotective influence on the Substantia ni-
gra and promote survival of SNpc cells. Therefore the Locus coeruleus is an
important scientific target for research in the field of Parkinson´s disease.
Locus coeruleus neurons are autonomous pacemakers. Up to now, the mecha-
nism underlying pacemaker activity is largly unknown. The aim of this study
is to investigate this pacemaker mechanism more closely and to clarify the role
of L-type calcium channels. Therefore, electrophysiological, molecularbiologi-
cal and fluorescence microscopy experiments were performed on brain slices of
C57BL/6 mice. Single cell patch clamp recordings showed, that applying the
calciumchannel blocker isradipine alone has no influence on the firing pattern
of LC neurons. In contrast to our initial expectation, our data show that au-
tonomously generated actionpotentials do not rely on continuous depolarizing
calcium currents.
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However, L-type calcium channels are active in these cells. Blocking action
potentials in LC neurons using tetrodotoxin reveals slow oscillatory potentials -
similar to those in SNpc neurons - effectively blockable by isradipine. According
to that, calcium currents contribute to the electrical activity of LC neurons
without being essential for maintaining pacemaking.
Increased exposition to calcium-induced oxidative stress is thought to play a
role in accelerated degeneration of cells within LC and SNpc in Parkinson´s
disease. Our study gives evidence that blocking L-type calcium channels in LC
neurons may influence the calcium homeostasis and reduce calcium-mediated
production of reactive oxygen species without affecting the physiological pro-
perties of the cells. We therefore assume that LC may be a promising target
for next generation neuroprotective therapeutical approaches.
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2.1 Morbus Parkinson
2.1.1 Epidemiologie
Die Parkinson-Krankheit (Morbus Parkinson, idiopathisches Parkinsonsyn-
drom) ist nach der Alzheimer-Demenz die zweitha¨ufigste neurodegenerati-
ve Erkrankung. Die Pra¨valenz der Gesamtbevo¨lkerung wird auf etwa 0,3 %
gescha¨tzt, bei u¨ber 60-Ja¨hrigen steigt sie auf etwa 1 % an (de Lau and Bre-
teler, 2006). Diese Zahlen zeigen, dass Parkinson vorwiegend eine Erkrankung
des a¨lteren Menschen ist. Wa¨hrend die Erkrankung mit ho¨herem Alter immer
ha¨ufiger diagnostiziert wird, sind Diagnosestellungen vor dem 40. Lebensjahr
hingegen eher selten. Die ja¨hrliche Inzidenzrate wird mit 8-18 pro 100000 Ein-
wohner angegeben, wobei die Zahlen je nach untersuchter Population stark
schwanken (de Lau and Breteler, 2006). Nach dem 60. Lebensjahr steigt die
Inzidenz stark an.
In der Bevo¨lkerungsstruktur industrialisierter Staaten ist in den letzten Jahr-
zehnten eine deutliche Tendenz in Richtung einer immer a¨lter werdenden Ge-
sellschaft zu erkennen (Statistisches Bundesamt, 2009). Es wird angenommen,
dass sich diese Entwicklung auch in der na¨chsten Zeit fortsetzt. Dies hat zur
Folge, dass die Pra¨valenz von neurodegenerativen Erkrankungen in Zukunft
noch sta¨rker ansteigen wird, was die Entwicklung von neuroprotektiven The-
rapieansa¨tzen bzw. pra¨ventiven Strategien umso bedeutender macht.
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2.1.2 Symptomatik
Die motorischen Kardinalsymptome der Parkinson-Krankheit sind eine Tonus-
erho¨hung der Willku¨rmuskulatur (Rigor), ein meist asymmetrisch beginnen-
des Zittern der Extremita¨ten in Ruhe (Ruhetremor) und eine allgemeine
Verarmung der Motorik (Akinese), wobei ein Tremor nicht immer beobach-
tet wird und somit kein obligatorisches Kriterium zur Diagnosestellung dar-
stellt. Neben den motorischen Manifestationen leiden Parkinson-Patienten
meist unter verschiedenen Begleitsymptomen wie autonomen Dysfunktionen,
Schlafsto¨rungen, psychiatrischen Sto¨rungen, gastrointestinalen Dysfunktionen
oder sensiblen Symptomen.
Der Verlauf der Erkrankung ist langsam, meist u¨ber Jahre bis Jahrzehnte
progredient; bisher ist es nicht mo¨glich, das Fortschreiten der Erkrankung zu
verhindern oder zu verzo¨gern. Es existiert derzeit lediglich eine symptomatische
Therapie.
2.1.3 A¨tiologie
Die motorischen Symptome der Parkinson-Krankheit sind hauptsa¨chlich auf
ein Absterben der dopaminergen Neurone der Substantia nigra pars compacta
(SNpc) zuru¨ckzufu¨hren. Durch den sinkenden Dopaminspiegel in den Zielstruk-
turen der Substantia nigra, wie dem Striatum, kommt es dort zu einem Un-
gleichgewicht der Neurotransmitter Dopamin, Glutamat und GABA, was dazu
fu¨hrt, dass vom Striatum aus die bewegungshemmenden Impulse u¨berwiegen.
Eine Verarmung der Willku¨rbewegungen (Akinese) ist die Folge.
Die Ursache fu¨r das verfru¨hte Zellsterben ist trotz jahrzehntelanger Forschung
bisher noch nicht hinreichend verstanden. Nach dem gegenwa¨rtigen Stand der
Erkenntnis ist ein Zusammenwirken mehrerer Faktoren wahrscheinlich. Ge-
netische Faktoren spielen zwar eine Rolle, monogenetisch vererbte, familia¨re
Formen der Parkinson-Krankheit sind insgesamt jedoch eher selten. Histopa-
thologisch finden sich in den betroffenen Neuronen intrazellula¨re Proteinag-
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gregate, die sogenannten Lewy-Ko¨rperchen. Diese bestehen hauptsa¨chlich aus
Ansammlungen von fehlgefaltetem α-Synuclein und Ubiquitin. Die Proteinab-
lagerungen wirken toxisch auf die Zellen. Ebenfalls toxisch auf Neurone der
SNpc wirken verschiedene Gifte, wie z.B. MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridin), aber auch Kohlenmonoxid oder Mangan. Daneben haben
eine Reihe von Medikamenten einen anti-dopaminergen Effekt und ko¨nnen so-
mit einen sekunda¨ren Parkinsonismus auslo¨sen.
Als gro¨ßter Risikofaktor fu¨r die Entwicklung der Parkinson-Krankheit gilt je-
doch das Alter; die oben beschriebenen epidemiologischen Daten illustrieren
dies. Ein Grund fu¨r das vorzeitige Altern der betroffenen Zellen ko¨nnte deren
erho¨hte Exposition gegenu¨ber oxidativem Stress sein. In Abschnitt 2.4 wird ein
mo¨glicher Erkla¨rungsansatz, aus welchem Grund gerade die Neurone, die im
Verlauf der Parkinson-Krankheit zugrunde gehen, in besonders hohem Maße
oxidativem Stress ausgesetzt sind, vorgestellt.
Nach Braak et al. (2004) ko¨nnen die pathologischen Vera¨nderungen im Ver-
lauf der Parkinson-Krankheit in sechs Stadien eingeteilt werden. So sind beim
Fortschreiten der Erkrankung nicht nur Neurone der SNpc vom beschleunigten
Zelltod betroffen, sondern zusa¨tzlich eine Reihe anderer Kerne in verschiedenen
Anteilen des Gehirns.
In den Stadien I und II befindet sich der Patient noch in der klinisch
pra¨symptomatischen Phase. Hier sind vor allem Bereiche des olfaktorischen
Systems und autonome Kerngebiete der Formatio reticularis in der Medulla
oblongata (Ncl. dorsalis n. vagi, Raphe-Kerne) betroffen. In Stadium II tre-
ten außerdem erste pathologische Vera¨nderungen im Locus coeruleus auf. Die
Substantia nigra ist – neben der Amygdala – erst in Stadium III von degenerati-
ven Prozessen betroffen und markiert damit die Schwelle zur symptomatischen
Phase der Erkrankung. Erste kortikale Vera¨nderungen zeigen sich in Stadium
IV, die Geda¨chtnissto¨rungen zur Folge haben. In den beiden letzten Stadien V
und VI ist nahezu der gesamte Neocortex mitbetroffen, außerdem machen sich
Zellscha¨den in Regionen, die schon in der pra¨klinischen Phase ihren Ursprung
haben, hier deutlicher bemerkbar (Braak et al., 2004).
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2.1.4 Therapie
Wie oben angedeutet ist bislang keine kausale Therapie der Parkinson-
Krankheit bekannt. Bei Manifestation der ersten motorischen Symptome sind
bereits ca. 70 % der SNpc-Neurone abgestorben. Dies deutet auf eine hohe
Kompensationsfa¨higkeit der verbliebenen Zellen hin. Prinzipiell beginnt die
symptomatische Behandlung immer pharmakologisch. Hierfu¨r stehen neben
dem Dopaminvorla¨ufer Levodopa (L-Dopa) auch Dopaminagonisten (Pramipe-
xol, Ropirinol, Cabergilin u.a.), NMDA-Rezeptor-Antagonisten (Amantadin),
Antagonisten der Monoaminooxidase (MAOB-Hemmer), Anticholinergika (Bi-
periden) und Hemmer der Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT-Hemmer;
Entacapon) zur Verfu¨gung. In Abbildung 2.1 sind die Wirkungsorte dieser
Medikamente schematisch dargestellt.
In der Fru¨hphase der Erkrankung wird versucht, vor allem mithilfe von Do-
paminagonisten den Einsatz von L-Dopa hinauszuzo¨gern, da mit la¨ngerer
Behandlungsdauer die Wahrscheinlichkeit fu¨r das Auftreten von L-Dopa-
assoziierten Nebenwirkungen wie Dyskinesien, Wirkungsfluktuationen und aki-
netischen Krisen erheblich steigt und dadurch letztendlich die Behandlung
komplexer wird.
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Abbildung 2.1: U¨berblick u¨ber die medikamento¨se Therapie bei der
Parkinson-Krankheit. Dargestellt sind die jeweiligen Wirkungsorte der ver-
schiedenen Pharmaka. U¨ber die Gabe von L-Dopa kann die effektive Dopamin-
konzentration an der Synapse direkt erho¨ht werden. Ein zusa¨tzlich verabreichter
Decarboxylase-Inhibitor verhindert die Umwandlung zu Dopamin außerhalb des
ZNS. Dopaminagonisten greifen direkt am Dopaminrezeptor an und simulieren
die Wirkung von Dopamin. Der Abbau von Dopamin kann durch COMT- und
MAO-B-Inhibitoren gehemmt werden. Anticholinergika hemmen exzitatorische
cholinerge Neurone, um den relativen U¨berschuss an Acetylcholin auszugleichen.
Analog reduzieren NMDA-Antagonisten den relativen U¨berschuss an Glutamat.
Im fortgeschrittenen Krankheitsstadium pra¨gen vor allem Medikamentenne-
benwirkungen und Komplikationen das klinische Bild. Immer ho¨here L-Dopa-
Dosen sind erforderlich, um sog.
”
Off“-Phasen, das heißt Phasen mit sehr
schlechter Beweglichkeit, zu behandeln. Mit jeder Dosiserho¨hung steigt das Ri-
siko fu¨r Wirkungsfluktuationen und andere Nebenwirkungen. Fu¨r Patienten,
bei denen die medikamento¨sen Therapieoptionen ausgescho¨pft sind, kommt
ein neurochirurgischer, stereotaktischer Eingriff in Betracht. Gute Ergebnisse
werden mit der tiefen Hirnstimulation (
”
deep brain stimulation“, DBS) er-
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reicht. Bei diesem Behandlungsverfahren wird chirurgisch eine Elektrode nahe
dem Nucleus subthalamicus (STN) implantiert und dieser durch hochfrequente
Stimulation funktionell ausgeschaltet. Der bewegungshemmende Einfluss des
STN wird dadurch aufgehoben, sodass es zu einer Verbesserung der Beweg-
lichkeit kommt. Einige Studien legen auch einen positiven Einfluss der DBS
auf nicht-motorische Symptome nahe (Fasano et al., 2012).
Von großer Bedeutung in der Behandlung Parkinson-Erkrankter ist zudem eine
regelma¨ßige Krankengymnastik mit Gehtraining, um die verbliebene Mobilita¨t
zu stabilisieren und zu erhalten. Im Krankheitsverlauf ha¨ufig auftretende, me-
dikamenteninduzierte Psychosen werden mit atypischen Neuroleptika wie Clo-
zapin therapiert. Mithilfe von Logopa¨die kann versucht werden, Sprech- und
Schlucksto¨rungen zu behandeln.
Die symptomatische Behandlung von Parkinson-Syndromen hat in der
ju¨ngsten Vergangenheit große Fortschritte gemacht, sodass Betroffene ha¨ufig
noch einige Jahre nach der Diagnosestellung relativ symptomarm leben
ko¨nnen. Der fortschreitende Zellverlust von SNpc-Neuronen kann dadurch
aber nicht verlangsamt werden. Von großer Bedeutung ist deshalb die
Entwicklung von neuroprotektiven Strategien in Verbindung mit geeigne-
ten Fru¨herkennungsmaßnahmen, um die Krankheit optimalerweise in ihrer
pra¨symptomatischen Phase diagnostizieren und den Progress aufhalten zu
ko¨nnen.
Wie bereits beschrieben zielt die gegenwa¨rtig verfu¨gbare medikamento¨se The-
rapie lediglich auf die Reduktion der mit der Parkinson-Krankheit einherge-
henden Symptome ab. Da zu diesem Zeitpunkt bereits ein Großteil der dopami-
nergen Zellen abgestorben ist, sind neue therapeutische Ziele und Maßnahmen
wu¨nschenswert, die in einem fru¨heren Erkrankungsstadium greifen. In diesem
Kontext ru¨ckt neben der Substantia nigra auch der Locus coeruleus in den
Fokus der Wissenschaft.
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2.2 Locus coeruleus
2.2.1 Anatomie des Locus coeruleus
Der Locus coeruleus (LC) des Menschen ist ein bilateral symmetrisch angeleg-
ter Kern im oberen Teil des dorsolateralen Pons. Der Kern liegt etwa 1 mm
vom Boden des vierten Ventrikels entfernt. Die ra¨umliche Ausdehnung des LC
ist du¨nner und la¨nglicher als bisher angenommen, wie eine aktuelle anatomi-
sche Studie zeigt (Fernandes et al., 2012). Der menschliche LC verla¨uft diesen
Untersuchungen zufolge nahezu senkrecht durch den Pons und ist im Durch-
schnitt 14,5 mm lang und 2-2,5 mm dick. Die Anzahl der LC-Neurone im
humanen Hirnstamm betra¨gt ca. 10000 bis 15000 (Berridge and Waterhouse,
2003).
Der LC ist die Hauptquelle fu¨r Noradrenalin im gesamten Gehirn. Diese norad-
renergen Neurone besitzen eine ausgepra¨gte dendritische Verzweigung, sodass
die Projektionen einer einzelnen Zelle den Großteil des menschlichen ZNS errei-
chen ko¨nnen. Die efferenten Fasern erreichen Kortex, Amygdala, Hippocam-
pus, Septum, Cerebellum, Thalamus, Hypothalamus und Ru¨ckenmark (Ber-
ridge and Waterhouse, 2003; Benarroch, 2009). Bemerkenswerterweise besteht
keine efferente Verbindung zu den Basalganglien (Nucleus caudatus, Putamen,
Pallidum). Es konnten jedoch Efferenzen in die Substantia nigra (Collingridge
et al., 1979), den Nucleus subthalamicus (Rinvik, E. and Hammond, C. and
Deniau, J. M. and Feger, 1979) und in die VTA (Jones and Moore, 1977)
nachgewiesen werden. Abbildung 2.2, a zeigt schematisch die Projektionen des
LC.
Regulatorische Einflu¨sse auf die Aktivita¨t des Locus coeruleus kommen von
sehr unterschiedlichen Hirnregionen. Aston-Jones und Kollegen gingen ur-
spru¨nglich davon aus, dass die Neurone des LC lediglich von zwei Kernen Affe-
renzen erhalten: vom Nucleus paragigantocellularis (Glutamat, exzitatorisch)
und vom Nucleus praepositus hypoglossi (GABA, inhibitorisch) (Aston-Jones
et al., 1986; Ennis and Aston-Jones, 1989). Eine Reihe anderer Untersuchungen
15
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Neocortex Thalamus
Amygdala
Hippocampus
LC
Cerebellum
a b
Abbildung 2.2: Efferenzen des Locus coeruleus. a: Der LC liegt im oberen
Teil des dorsolateralen Pons. Seine Zellen haben eine sehr ausgepra¨gte dendriti-
sche Verzweigung und projizieren in nahezu das gesamte Zentrale Nervensystem.
Sie stellen die wichtigste Quelle fu¨r Noradrenalin im menschlichen Gehirn dar. b:
LC-Neurone ko¨nnen anhand von immunhistochemischen Fa¨rbungen fu¨r Tyrosin-
hydroxylase (TH) identifiziert werden. TH ist das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym in der Noradrenalinsynthese (modifiziert nach Benarroch (2009)).
zeigte jedoch, dass die Zellfortsa¨tze der LC-Neurone Ziel vieler Projektionen
aus pra¨frontalem Kortex, Amygdala, Hypothalamus und Formatio reticula-
ris darstellen, wobei der pra¨frontale Kortex den sta¨rksten modulatorischen
Einfluss hat (Berridge and Waterhouse, 2003; Arnsten and Goldman-Rakic,
1984). Außerdem wurden Orexin-enthaltende Neurone im lateralen Hypotha-
lamus identifiziert, die in den LC projizieren (Peyron et al., 1998). Diese Zellen
wirken aktivita¨tssteigernd auf LC-Neurone.
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2.2.2 Funktion des Locus coeruleus
Der LC hat eine Vielzahl verschiedener Funktionen. Wie oben beschrieben
sind die Zellfortsa¨tze der LC-Neurone u¨beraus weitla¨ufig verzweigt. Diese dif-
fusen Projektionen in das gesamte Gehirn geben einen Hinweis darauf, dass die
Zellen des LC weniger die Aufgabe haben, konkrete Informationen, wie zum
Beispiel motorische Befehle oder Sinneseindru¨cke, weiterzugeben, sondern viel-
mehr modulatorische und regulatorische Effekte haben. LC-Zellen werden vor
allem durch neue, unerwartete Sinnesreize aktiviert und zeigen eine relativ ge-
ringe Aktivita¨t in ruhigen Situationen. Eine hohe Aktivita¨t der LC-Neurone
erho¨ht die Noradrenalin-Konzentration im ZNS, was den Kortex sta¨rker auf
eingehende Reize reagieren la¨sst. Man kann davon ausgehen, dass der LC an
der allgemeinen Erregung des Gehirns beteiligt ist und einen regulatorischen
Effekt auf die Ansprechbarkeit des Gehirns auf neue Sinneseindru¨cke hat.
Der Locus coeruleus spielt eine Rolle in der Steuerung von Aufmerksam-
keit und Wachheit (Aston-Jones, 2005), Schlaf-Wach-Rhythmus (Takahashi
et al., 2010), Erregung (
”
Arousal“) (Berridge, 2008) und Lern- und Erinne-
rungsvorga¨ngen (Sara, 2009). Die genannten Aufgabenbereiche erkla¨ren die
klinischen Implikationen in Verbindung mit einer noradrenergen Dysfunktion.
So geht man bei Krankheitsbildern wie Narkolepsie, posttraumatischer Belas-
tungssto¨rung oder Schlafsto¨rungen von einer Beteiligung des LC aus (Berridge
et al., 2012).
Noradrenerger Zellverlust im Locus coeruleus wird nicht nur im Rahmen der
Parkinson-Krankheit beobachtet (vgl. Abschnitt 2.2.4), sondern auch bei Mor-
bus Alzheimer (Zarow et al., 2003), Depression (Shibata et al., 2007) und
Down-Syndrom (German et al., 1992).
Der Neurotransmitter des Locus coeruleus, Noradrenalin (NA), geho¨rt gemein-
sam mit Dopamin und Adrenalin zur Gruppe der Katecholamine. Abbildung
2.3 zeigt die einzelnen Schritte der NA-Synthese von der Aminosa¨ure Tyro-
sin u¨ber Dopa und Dopamin. In allen Katecholamin-produzierenden Neuro-
nen kommt das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) vor und stellt gleichzeitig
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Neurotransmittersynthese
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Abbildung 2.3: Noradrenalinsynthese. Noradrenalin entsteht in drei Schrit-
ten aus der Aminosa¨ure Tyrosin. Geschwindigkeitsbestimmender Schritt in der
Neurotransmittersynthese ist die Umwandlung von Tyrosin zu Dopa, katalysiert
durch das Enzym Tyrosinhydroxylase.
dar. Im Unterschied zu dopaminergen Neuronen exprimieren die Zellen des
LC zusa¨tzlich die Dopamin-β-Hydroxylase (DBH), die zur Identifikation nor-
adrenerger Neurone herangezogen werden kann.
Noradrenalin entfaltet seine Wirkung u¨ber G-Protein-gekoppelte Adrenorezep-
toren an den Zielzellen. Es gibt drei Familien dieser Rezeptoren, die als α1-,
α2- und β-Rezeptoren bezeichnet werden.
2.2.3 Elektrophysiologische Eigenschaften der LC-Neurone
Die elektrophysiologischen Eigenschaften von LC-Neuronen wurden bisher
weitgehend an Ratten untersucht. Sowohl in vitro als auch in vivo zeigen die
Zellen eine intrinsische Aktivita¨t (Foote et al., 1980; Williams et al., 1984). In
Hirnschnitten der Ratte findet man ein regelma¨ßiges Entladungsmuster von
etwa 1 bis 5 Hertz (Williams et al., 1984).
Die verschiedenen Ionenstro¨me, die in Neuronen des LC gemessen werden
konnten, umfassen Kalzium-abha¨ngige und ATP-sensitive Kaliumstro¨me (Mu-
rai et al., 1997; Koyama et al., 1999). In dissoziierten LC-Neuronen der Rat-
te konnten Kalziumstro¨me gemessen werden, die durch L-, N-, P/Q- und R-
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Typ-Kalziumkana¨le vermittelt werden (Chieng and Bekkers, 1999). Außerdem
konnten in LC-Neuronen der Maus TTX-sensitive Natriumstro¨me und TEA-
sensitive Kaliumstro¨me gemessen werden. Diese beiden Stro¨me wurden im In-
tervall zwischen zwei Aktionspotentialen gemessen und mit der Generierung
von intrinsischer Schrittmacheraktivita¨t in Verbindung gebracht (de Oliveira
et al., 2010).
Elektrophysiologische Messungen unter Anwesenheit des gap junction-Blockers
Carbenoxolon haben gezeigt, dass LC-Neurone untereinander elektrotonisch
gekoppelt sind, was ein synchrones Aktivita¨tsmuster der Zellen ermo¨glicht
(Christie et al., 1989; Travagli et al., 1995; Ishimatsu and Williams, 1996;
Alvarez et al., 2002). Diese Kopplung fu¨hrt zu einer synchronen Ausschu¨ttung
von Noradrenalin im gesamten Versorgungsgebiet des LC.
2.2.4 Der Locus coeruleus und die Parkinson-Krankheit
Wie oben beschrieben finden sich bei Parkinson-Patienten unter anderem pa-
thologische Vera¨nderungen im Bereich des Locus coeruleus. Verschiedene Un-
tersuchungen haben gezeigt, dass eine experimentelle La¨sion des LC in Tier-
modellen fu¨r Parkinson (MPTP, 6-OHDA) sowohl die durch die Toxingabe ver-
ursachten pathologischen Vera¨nderungen in der SNpc als auch die damit ver-
bundenen motorischen Symptome signifikant versta¨rkt (Mavridis et al., 1991;
Marien et al., 1993; Srinivasan and Schmidt, 2003; Rommelfanger et al., 2007).
Umgekehrt zeigen Ma¨use, die eine noradrenerge U¨berinnervation aufweisen, ei-
ne niedrigere Vulnerabilita¨t gegenu¨ber MPTP (Kilbourn et al., 1998). Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass Noradrenalin einen protektiven
Charakter auf die nigrostriatale Leitungsbahn hat. Der genaue Mechanismus,
wie LC-Neurone bzw. Noradrenalin diesen schu¨tzenden Effekt ausu¨ben, ist
bisher noch nicht ausreichend verstanden. Neben dem Effekt auf die patholo-
gischen Vera¨nderungen der SNpc scheint der Verlust von noradrenergen Zellen
auch direkte Auswirkungen auf die motorischen Parkinson-Symptome zu ha-
ben (Rommelfanger and Weinshenker, 2007). Man geht demnach davon aus,
dass der noradrenerge Zelluntergang sowohl Einfluss auf die Entstehung als
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auch auf das Fortschreiten der Erkrankung nimmt (Gesi et al., 2000). Vor die-
sem Hintergrund erscheint der Locus coeruleus als ein sehr attraktives Ziel fu¨r
eventuelle neuroprotektive Strategien, um die Parkinson-Krankheit in fru¨hen,
symptomarmen Stadien behandeln zu ko¨nnen.
Als modulatorische Ziele im LC kommen insbesondere Ionenkana¨le in Frage.
Im LC sind eine Vielzahl von Ionenkana¨len exprimiert, so auch spannungs-
abha¨ngige Kalziumkana¨le, auf die im Folgenden na¨her eingegangen werden
soll.
2.3 Spannungsabha¨ngige Kalziumkana¨le
Kalziumkana¨le sind in vielen verschiedenen Geweben im menschlichen Ko¨rper
exprimiert und erfu¨llen eine Vielzahl physiologischer Funktionen. So sind Kal-
ziumkana¨le unter anderem dafu¨r verantwortlich, die intrazellula¨re Kalziumkon-
zentration zu kontrollieren. In Muskelzellen ist das Kontraktionsverhalten von
der Verfu¨gbarkeit von Kalzium abha¨ngig; an der Synapse reguliert Kalzium
das Verschmelzen von synaptischen Vesikeln mit der pra¨synaptischen Mem-
bran und damit die Freisetzung von Neurotransmittern. Auch die Expression
verschiedener Gene und die Aktivita¨t vieler Enzyme wie die des Zitratzyklus
sind von der intrazellula¨ren Kalziumkonzentration abha¨ngig.
Aufgrund ihrer physiologischen Funktionen haben vor allem spannungs-
abha¨ngige Kalziumkana¨le auch therapeutische Bedeutung. In der Be-
handlung der arteriellen Hypertonie werden seit Jahrzehnten L-Typ-
Kalziumkanalblocker (Dihydropyridine, DHP) eingesetzt. Weitere Indikationen
fu¨r den Einsatz von Kalziumantagonisten sind die Migra¨neprophylaxe und die
Alzheimer-Demenz.
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Abbildung 2.4: Spannungsabha¨ngige Kalziumkana¨le werden nach ihrem
elektrophysiologischen Verhalten in HVA- und LVA-Kana¨le eingeteilt. Eine wei-
tere Einteilung erfolgt nach der U¨bereinstimmung der Gensequenzen. Hier wer-
den die porenbildenden Teile der α1-Untereinheiten der verschiedenen Kana¨le
miteinander verglichen. Danach unterscheidet man Kana¨le des L-, P/Q-, N- und
R-Typs (modifiziert nach Catterall et al. (2003)).
2.3.1 Einteilung und Lokalisation
Die Familie der spannungsabha¨ngigen Kalziumkana¨le umfasst zehn verschiede-
ne Kana¨le, die in unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden (vgl. Abb. 2.4).
Im Hinblick auf die Unterschiede in ihrem elektrophysiologischen Verhalten
unterscheidet man Kana¨le, die bei hohen Membranpotentialen o¨ffnen (
”
high
voltage-activated“, HVA) von Kana¨len mit einem niedrigeren Schwellenwert
(
”
low voltage-activated“, LVA). Zu den HVA-Kana¨len geho¨ren die Kana¨le des
L-Typs (
”
long-lasting“, Cav1.x) auf der einen und P/Q- (”
purkinje“), N- (
”
neu-
ronal“) und R-Typ-Kana¨le (
”
resistant“, Cav2.x) auf der anderen Seite.
Wa¨hrend Cav2.x-Kana¨le vor allem in verschiedenen Regionen im Zentralen
Nervensystem vorkommen, haben L-Typ-Kana¨le sehr unterschiedliche Verbrei-
tungsmuster. So findet man Cav1.1-Kana¨le fast ausschließlich in Myozyten des
Skelettmuskels (Biel et al., 1991), wo sie fu¨r die Kopplung von Membrandepo-
larisation und intrazellula¨rer Kalziumfreisetzung verantwortlich sind. Cav1.2
ist in vielen verschiedenen Geweben wie Herzmuskel, Blase, Prostata, Lun-
ge, Gehirn, Fibroblasten, Nieren, Ovarien und Pankreas exprimiert (Biel et
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al., 1991). Cav1.3 kommt in Gehirn, Pankreas, Nebenniere, den Schrittma-
cherzellen des Herzens und den Haarzellen des Innenohrs vor. Passend zu der
genannten Lokalisation konnte bei Cav1.3-Knockout-Ma¨usen Taubheit und ei-
ne Dysfunktion des Sinusknotens festgestellt werden (Platzer et al., 2000).
Kana¨le des Typs Cav1.4 sind vor allem in der Retina, aber auch in anderen
Organen exprimiert (McRory et al., 2004). Eine Mutation im entsprechenden
Gen konnte fu¨r angeborene Nachtblindheit verantwortlich gemacht werden.
Kalziumkana¨le des T-Typs (Cav3.x) o¨ffnen bei niedrigeren Membranpotentia-
len und sind damit unter anderem gut geeignet, intrinsische Schrittmacherpo-
tentiale zu generieren. Die weite Verbreitung dieser Kana¨le in vielen verschiede-
nen Organen signalisiert, dass sie daneben noch eine Reihe weiterer physiologi-
scher Funktionen erfu¨llen. Cav3.1- und Cav3.3-mRNA ist vor allem im Gehirn
vorzufinden (Monteil et al., 2000; Lee et al., 1999), Cav3.2 hauptsa¨chlich in
Leber und Niere (Williams et al., 1999). In geringerem Maße exprimieren auch
Herz, Ovarien, Plazenta, Lunge, Skelettmuskel und Nebennierenrinde T-Typ-
Kana¨le.
2.3.2 Molekularer Aufbau
Spannungsabha¨ngige Kalziumkana¨le (Cavx.x) bestehen aus vier bzw. fu¨nf Un-
tereinheiten (Abb. 2.5). Die gro¨ßte und bedeutendste ist die α1-Untereinheit.
Sie ist wiederum aus vier homologen Doma¨nen aufgebaut (I-IV); jede Doma¨ne
besitzt sechs Transmembransegmente (S1-S6). Das Segment S4 beinhaltet po-
sitiv geladene Aminosa¨uren (Arginin und Lysin) und dient dem Kanal da-
mit als Spannungssensor. Die Pore, die fu¨r die Ionenleitfa¨higkeit und die
Selektivita¨t des Kanals verantwortlich ist, wird von den Schleifen zwischen
den Segmenten S5 und S6 gebildet (Catterall, 2000; Catterall et al., 2003;
Lacinova´, 2005). Die α1-Untereinheit kommt in zehn unterschiedlichen Vari-
anten vor (α1A-α1I , α1S) und gibt dem Kanal seinen Namen (Cav1.1-Cav3.3).
Sie bestimmt das elektrophysiologische Verhalten der Kana¨le und beinhaltet
die Bindungsstellen fu¨r Pharmaka. Die fu¨r die α1-Untereinheit kodierenden
Gene werden CACNA1A-CACNA1I bzw. CACNA1S genannt.
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Daneben haben alle Cav-Kana¨le eine teils extrazellula¨r, teils transmembrano¨s
gelegene α2δ- und eine intrazellula¨re β-Untereinheit. Die α1- und die α2δ-
Untereinheit binden u¨ber Disulfidbru¨cken aneinander. In Kalziumkana¨len in
Skelettmuskel, Herz und Gehirn findet sich außerdem eine γ-Untereinheit mit
vier Transmembrandoma¨nen (2.5). Diese Untereinheiten ko¨nnen wiederum in
verschiedenen Varianten vorliegen und greifen modulatorisch in die Eigenschaf-
ten des jeweiligen Kanals ein (Catterall et al., 2003).
1 2 345
+
+
6 1 2 345
+
+
6 1 2 345
+
+
6 1 2 345
+
+
6
P
P
+H3N
CO2
-
I II III IV
α1
+H3N
CO2
-
γ
+H3N CO2
-
β
+H3N
CO2
-
α2
CO2
-
+H3N
δ
extrazellulär
intrazellulär
Abbildung 2.5: Cav1-Kanal. Schematische Darstellung der Untereinheiten
eines spannungsabha¨ngigen Kalziumkanals. Die α1-Untereinheit beinhaltet die
porenbildenden Abschnitte und bestimmt die unterschiedlichen elektrophysio-
logischen und pharmakologischen Eigenschaften der Kana¨le. Von ihr existieren
zehn unterschiedliche Varianten, die den einzelnen Kanal-Subtypen ihre Bezeich-
nung geben. Die akzessorischen α2δ-, β- und γ-Untereinheiten liegen ebenfalls
in mehreren Varianten vor und modulieren die Eigenschaften der Kana¨le (mo-
difiziert nach Catterall (2000)).
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Die ra¨umliche Anordnung der Untereinheiten eines L-Typ-Kalziumkanals ist
in Abbildung 2.6 schematisch dargestellt.
Abbildung 2.6: Schematische Darstellung eines L-Typ-
Kalziumkanals. Der Kanal besteht aus fu¨nf Untereinheiten,
die im Verha¨ltnis 1:1:1:1:1 zueinander stehen (modifizert nach
Wolf et al. (2003)).
2.3.3 L-Typ-Kalziumkana¨le
L-Typ-Kalziumkana¨le dienen, wie oben angedeutet (vgl. Abschnitt 2.2.2), einer
Vielzahl physiologischer Funktionen in unterschiedlichen Zellen des Ko¨rpers. In
Neuronen und Zellen des endokrinen Systems geho¨ren die Regulation verschie-
dener Vorga¨nge zu den Aufgaben dieser Kalziumkana¨le. Zu diesen Vorga¨ngen
geho¨ren die Neurotransmitterfreisetzung, die Genexpression, die Stabilita¨t der
mRNA, das U¨berleben der Neurone, synaptische Plastizita¨t und viele mehr.
Nachdem 1987 der erste Dihydropyridin-sensitive Kalziumkanal geklont wur-
de (Tanabe et al., 1987), konnten im weiteren Verlauf der Forschung Kriterien
zur Identifikation von L-Typ-Kalziumkana¨len aufgestellt werden (Lipscombe
et al., 2004). Diese sind:
1. Aktivierung durch starke Depolarisation der Membran
2. Hohe Sensitivita¨t gegenu¨ber Dihydropyridinen
3. Relativ langsame Aktivierungskinetik
4. Kalziumabha¨ngige, nur geringe spannungsabha¨ngige Inaktivierung
5. Große Einzelkanal-Leitfa¨higkeit
Neuere Untersuchungen zeigen, dass diese Kriterien nicht auf alle Kana¨le des
L-Typs zutreffen. Man muss also von einer hohen Diversita¨t dieser Unter-
familie ausgehen. L-Typ-Kalziumkana¨le geho¨ren zu den HVA-Kana¨len, d.h.
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sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie bei sta¨rkerer Depolarisation o¨ffnen.
Koschak et al. haben gezeigt, dass Cav1.3-Kana¨le etwa im gleichen Span-
nungsbereich o¨ffnen wie Kalziumkana¨le vom T-Typ (Koschak et al., 2001;
Xu and Lipscombe, 2001). Die Bezeichnug als
”
high voltage-activated“ ist so-
mit nicht fu¨r alle L-Typ-Kana¨le zutreffend. Der niedrigere Schwellenwert des
Cav1.3-Kanals macht ihn zu einem geeigneten Kandidaten, um Schrittmacher-
stro¨me in Nervenzellen zu generieren.
Auch im Ansprechen auf Dihydropyridine besteht ein Unterschied in der Grup-
pe der L-Typ-Kalziumkana¨le. Prizipiell sind alle L-Typ-Kalziumkana¨le durch
DHP antagonisierbar. Jedoch sind Cav1.3-Kana¨le etwa 8,5fach weniger sensi-
tiv auf Isradipin als Cav1.2-Kana¨le (Koschak et al., 2001; Xu and Lipscombe,
2001). Die Effektivita¨t der Blockade durch DHP ist abha¨ngig vom Membran-
potential der Zelle bzw. vom O¨ffnungsstatus des Kanals. Die Bindungskapa-
zita¨t des Pharmakons an den inaktivierten Zustand des Kanals, der besonders
bei depolarisierten Membranpotentialen vorzufinden ist, ist um ein Vielfaches
ho¨her als die Bindungskapazita¨t in normalem Ruhezustand (Bean, 1984).
2.4 Oxidativer Stress
Trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung sind die Gru¨nde, warum einzelne
Regionen im Gehirn im Verlauf der Parkinson-Krankheit absterben, bis heu-
te nicht vollsta¨ndig gekla¨rt. Ein Erkla¨rungsansatz richtet das Augenmerk auf
den Einfluss von oxidativem Stress auf das U¨berleben der Zelle. Die in Abbil-
dung 2.7 dargestellte Kaskade zeigt einen mo¨glichen Zusammenhang zwischen
der intrinsischen Aktivita¨t der Neurone und damit der Aktivita¨t von Kalzi-
umkana¨len auf der einen bzw. der Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies
und der daraus folgenden Belastung der Zelle durch oxidativen Stress auf der
anderen Seite.
Grundlage des in diesem Modell gezeigten Mechanismus ist die in Abschnitt 4.4
gezeigte Tatsache, dass L-Typ-Kalziumkana¨le wa¨hrend der autonomen Schritt-
macheraktivita¨t der LC-Neurone aktiv sind und somit kontinuierlich fu¨r Ca2+-
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Einstrom ins Zellinnere sorgen. Das im Zytoplasma akkumulierte Kalzium
wird dann u¨ber verschiedene Mechanismen abtransportiert und stellt dadurch
aus unterschiedlichen Gru¨nden Stress fu¨r die Zellen dar. Neben der Pufferung
von Kalzium durch zytoplasmatische Moleku¨le wie Calbindin oder Calretinin
besteht ein Weg fu¨r das Kalzium aus dem Zytoplasma im Transport u¨ber
die Zellmembran in den Extrazellula¨rraum. Dies kann entweder durch ATP-
abha¨ngige Ca2+-Pumpen oder durch Na+/Ca2+-Austauscher (NCX) erfolgen.
Da beide Prozesse – auch aufgrund des sehr großen Konzentrationsgradien-
ten fu¨r Kalzium u¨ber die Zellmembran – in hohem Maße energieaufwa¨ndig
sind, fu¨hrt die Verarbeitung von intrazellula¨rem Kalzium zu einem Anstieg
des ADP/ATP-Quotienten. Der sinkende ATP-Spiegel in der Zelle stimuliert
die ATP-Produktion und damit die Atmungskette in den Mitochondrien. Ne-
ben dem Transport aus der Zelle hinaus kann Kalzium auch von verschiedenen
Zellkompartimenten wie dem Endoplasmatischen Retikulum oder dem Golgi-
Apparat gepuffert werden. U¨ber spannungsabha¨ngige Anionenkana¨le (VDAC)
wird Kalzium unter anderem in die Mitochondrien aufgenommen. In der Mit-
ochondrienmatrix fungiert Kalzium als Induktor des Zitratzyklus, der wieder-
um Reduktionsa¨quivalente fu¨r die Atmungskette zur Verfu¨gung stellt. Auch
dieser Weg fu¨hrt somit zu einer Stimulation der oxidativen Phosphoylierung
in den Mitochondrien. Als Nebenprodukt entstehen beim Elektronentransport
u¨ber die Komplexe der Atmungskette Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die
den Alterungsprozess der Zellen beschleunigen. Der scha¨digende Einfluss von
ROS macht sich durch Oxidation von Proteinen und Lipiden bemerkbar, au-
ßerdem ko¨nnen sie scha¨digende Wirkung auf die mitochondriale und nuklea¨re
DNA haben. Wenn die Kapazita¨t protektiver Enzyme bzw. protektiver und
reparativer Mechanismen erscho¨pft ist, resultiert dadurch eine beschleunigte
Alterung und eine erho¨hte Vulnerabilita¨t der Zellen gegenu¨ber a¨ußeren Um-
welteinflu¨ssen wie Toxinen. Somit ist der kalziumvermittelte oxidative Stress
ein Erkla¨rungsansatz fu¨r das verfru¨hte Zellsterben von Neuronen des Locus
coeruleus.
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung des Modells zur Erkla¨rung
von erho¨hter ROS-Exposition von autonomen Neuronen. Kontinuier-
liche, autonome Aktivita¨t der LC-Neurone fu¨hrt zu Einstrom von Kalzium
durch L-Typ-Kalziumkana¨le (Cav1.3). Dadurch steigt die intrazellula¨re Kal-
ziumkonzentration. Intrazellula¨r akkumuliertes Kalzium kann auf verschiede-
nen Wegen das Zytoplasma verlassen: Mitochondrien ko¨nnen u¨ber spannungs-
abha¨ngige Anionenkana¨le (VDAC) Kalzium aufnehmen. Außerdem kann Kal-
zium via Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX) oder Kalzium-ATPasen u¨ber
die Plasmamembran in den Extrazellula¨rraum transportiert werden. Der an-
steigende ADP/ATP-Quotient stimuliert die Produktion von ATP und bringt
damit die Atmungskette an der inneren Mitochondrienmembran in Gang. Der
steigende Kalziumspiegel in den Mitochondrien wirkt anregend auf den Zitrat-
zyklus (CC), der wiederum Reduktionsa¨quivalente fu¨r die Atmungskette bereit-
stellt; die Oxidative Phosphorylierung wird stimuliert. Der Elektronentransport
u¨ber die Komplexe der Atmungskette fu¨hrt zur Bildung von Reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS). Ein vermehrter Anfall Reaktiver Sauerstoffspezies bedeutet
erho¨hten oxidativen Stress fu¨r die Zelle und ist somit vergleichbar mit einem be-
schleunigten Altern und fru¨her Apoptose der Zelle (modifiziert nach Surmeier
et al. (2010)).
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2.5 Ziele der Arbeit
Ziel dieser Arbeit ist zuna¨chst, die Gehirnpra¨paration von Ma¨usen und die
Patch-Clamp-Technik im Hirnschnitt an Locus coeruleus-Neuronen zu erlernen
und zu etablieren. Die Identifikation der noradrenergen LC-Neurone anhand
von anatomischen, morphologischen, molekularbiologischen und elektrophysio-
logischen Merkmalen spielt hier eine zentrale Rolle.
Inhaltlich soll das elektrophysiologische Verhalten der murinen LC-Neurone
na¨her untersucht werden. Besonderes Augenmerk wird hier auf die intrinsische
Schrittmacheraktivita¨t der Zellen und die diese beeinflussenden Leitfa¨higkeiten
gelegt. Die Tatsache, dass sowohl Neurone der Substantia nigra als auch die des
Locus coeruleus bei der Parkinson-Krankheit zugrunde gehen, wirft die Frage
nach eventuellen Gemeinsamkeiten in den elektrophysiologischen Eigenschaf-
ten auf, die die erho¨hte Vulnerabilita¨t der beiden Zellarten erkla¨ren ko¨nnten.
Eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r diese erho¨hte Vulnerabilita¨t ist das hohe Maß
an oxidativem Stress, dem SNpc-Zellen generell ausgesetzt sind, wie ku¨rzlich
gezeigt werden konnte (Guzman et al., 2010). Nach dem in Abschnitt 2.4
beschriebenen Modell fu¨hrt die Beteiligung von spannungsabha¨ngigen Kal-
ziumkana¨len in den Neuronen der SNpc zu einer erho¨hten Belastung durch
intrazytoplasmatisches Kalzium und damit letztendlich zu einer gesteigerten
Produktion freier Sauerstoffradikale (Surmeier et al., 2011).
Die Frage, ob ein vergleichbarer Mechanismus auch in Zellen des Locus coeru-
leus zu vermuten ist, soll in dieser Arbeit behandelt werden. Insbesondere soll
die Rolle, die L-Typ-Kalziumkana¨le im Schrittmachermechanismus der LC-
Neurone spielen, mithilfe von spezifischen L-Typ-Kalziumkanalantagonisten
untersucht werden.
Die oben genannten Untersuchungen werden angestellt, um letztlich die Frage
zu kla¨ren, ob die Blockade spannungsabha¨ngiger Kalziumkana¨le einen protek-
tiven Effekt auf LC-Neurone hat und der Locus coeruleus damit ein mo¨gliches
therapeutisches Ziel in der Parkinson-Behandlung darstellt.
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3.1 Elektrophysiologie
3.1.1 Pharmaka
Die eingesetzten Substanzen wurden von folgenden Firmen bezogen:
ATP-MG Sigma Aldrich
CaCl2 Sigma Aldrich
CGP 35348 Sigma Aldrich
D(+)-Glucose Sigma Aldrich
D(-)-AP-5 Sigma Aldrich
EGTA-K Tocris
Gabazin Sigma Aldrich
GTP-Na Sigma Aldrich
HEPES-K Sigma Aldrich
KCl Sigma Aldrich
Ketamin Tocris
K-MeSO4 Invitrogen
MgCl2 Sigma Aldrich
NaCl Sigma Aldrich
NaHCO3 Sigma Aldrich
NaH2PO4 Sigma Aldrich
NBQX Hydrat Sigma Aldrich
Phosphokreatinin-di(tris) Sigma Aldrich
Xylazin Invitrogen
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3.1.2 Versuchstiere
Fu¨r die elektrophysiologischen Experimente wurden ma¨nnliche Ma¨use (Mus
musculus) vom Wildtyp (C57Bl/6, Black 6) verwendet. Alle Tiere waren im
Alter zwischen 19 und 30 Tagen. Die Tiere wurden von der Firma Charles
River bezogen. Die Tierhaltung sowie sa¨mtliche an den Tieren durchgefu¨hrten
Eingriffe wurden gema¨ß der Richtlinien
”
Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals“, die von den US National Institutes of Health (NIH) publiziert
wurden (NIH Publication No. 85-23, 1996), durchgefu¨hrt.
3.1.3 Pra¨paration der Ma¨use
Die verwendeten Ma¨use wurden zuerst mittels intraperitonealer Injektion ei-
nes Ana¨sthetikums (Ketamin 50 mg/kg und Xylazin 4,5 mg/kg) narkotisiert.
Nach vollsta¨ndigem Eintritt der Wirkung des Ana¨sthetikums erfolgte eine Per-
fusion, um das gesamte im Kreislauf befindliche Blut des Tieres durch eiskaltes
ACSF (
”
artificial cerebrospinal fluid“, ku¨nstlicher Liquor) zu ersetzen. Dafu¨r
wurde unter Narkose das Herz der Maus durch Pra¨paration freigelegt und mit-
tels einer Intervallpumpe die Lo¨sung in den Kreislauf des Tieres eingeleitet.
U¨ber einen Schnitt im rechten Vorhof des Herzens wurde das Blut abgelassen.
Nach vollsta¨ndiger Perfusion wurden die Ma¨use durch Dekapitation geto¨tet.
Das Gehirn wurde anschließend rasch aus dem Scha¨del pra¨pariert und in eis-
kaltes ACSF, das mit Carbogen (95 % O2, 5 % CO2) begast wurde, gegeben.
Mithilfe eines Vibratoms (Leica VT 1000 S) wurden 220 µm du¨nne horizonta-
le Gewebeschnitte (slices) angefertigt und mediosagittal durchtrennt, um die
linke und die rechte LC-Region nacheinander untersuchen zu ko¨nnen. Die sli-
ces, in denen sich LC-Neurone befanden, wurden wa¨hrend des slice-Vorgangs
makroskopisch anhand der anatomischen Gegebenheiten identifiziert. Als ana-
tomische Landmarke diente der vierte Ventrikel, an dessen Boden sich der LC
befindet. Dort stellt sich der Locus coeruleus als kleiner, nahe dem vierten
Ventrikel gelegener Kern aus dicht gepackten, relativ großen Zellko¨rpern dar.
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Die hergestellten slices wurden vor dem Beginn der Experimente fu¨r 30 Minu-
ten in einem Wasserbad (
”
Fisher Scientific Isotemp 202S“) auf 34◦C in ACSF
inkubiert. Diese Inkubationszeit ist notwendig, damit sich die Gewebeschnitte
von der ischa¨mischen Periode und vom physikalischen Trauma wa¨hrend der
Pra¨paration erholen ko¨nnen. Daneben wird wa¨hrend dieser Phase das verwen-
dete Ketamin/Xylazin-Gemisch aus dem Gewebe ausgewaschen. Dies ist wich-
tig fu¨r die Qualita¨t und Aussagekraft der elektrophysiologischen Experimen-
te, da sowohl Ketamin (NMDA-Rezeptor-Antagonist) als auch Xylazin (α2-
Adrenozeptor-Agonist) unmittelbar auf die Ionenkonzentrationen sowie den
Erregungszustand der Zellen Einfluss nehmen.
3.1.4 Elektrophysiologische Messungen
Elektrophysiologische Messungen wurden mithilfe der Patch-Clamp-Technik
durchgefu¨hrt. Dafu¨r wurden die Gewebeschnitte nach Ablauf der Inkubations-
zeit in eine Messkammer u¨berfu¨hrt, die auf dem fixierten Objekttisch eines
aufrechten Mikroskops (
”
BX50WI“, Olympus) angebracht war. Die Messkam-
mer wurde wa¨hrend der Messungen sta¨ndig mit Carbogen-gesa¨ttigter ACSF-
Lo¨sung perfundiert. Die Lo¨sung wurde mithilfe des Heizgera¨ts
”
SH-27B“ mit
der Kontrolleinheit
”
TC-324 B“ der Firma Warner Instruments auf 34 ±1
◦C eingestellt. Die Flussrate der Perfusionslo¨sung betrug 2-3 ml/min. Fu¨r die
Visualisierung der Zellen wa¨hrend der Experimente wurde die Kamera
”
Oly-
150“ der Firma Olympus verwendet. Abbildung 3.1 zeigt eine Aufnahme des
Patch-Clamp-Messplatzes.
Elektrophysiologische Untersuchungen wurden mit dem Versta¨rker
”
Multi-
Clamp 700 A“ und dem Analog/Digital-Wandler
”
Digidata 1322 A“ der Fir-
ma Axon durchgefu¨hrt. Bei Experimenten an GFP-markierten Zellen kam das
”
Enfo X-Cite 120 PC Flourescence Illumination System“ zum Einsatz. Das
liquid junction potential betrug ca. 7 mV und wurde nicht korrigiert.
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Abbildung 3.1: Patch-Clamp-Messplatz. Das aufrechte Mikroskop (1) be-
fand sich innerhalb eines Faraday-Ka¨figs (2) und war mit einer Kamera (3)
ausgestattet. An der headstage (4) war die Messelektrode (5) befestigt, die seit-
lich in die Messkammer (6) hineinragte. Die Badelektrode (7) war hinter der
Messkammer angebracht. U¨ber eine Vorrichtung zur Gaszufuhr (8) wurde die
Messlo¨sung, die sich in den dafu¨r vorgesehenen Gefa¨ßen (9) befand, mit Carbo-
gen (95 % O2, 5 % CO2) versetzt. U¨ber einen beheizbaren Zulauf (10) gelangte
die Messlo¨sung in die Messkammer.
Die Messelektroden wurden aus Borosilikatglas mithilfe des Pipettenziehers
”
P-97“ von Sutter Instruments hergestellt. Die fu¨r die Messungen verwendeten
Pipetten hatten einen Pipettenwiderstand von 2,7-4,3 MΩ.
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3.1.5 Messlo¨sungen
Sofern nicht anders angegeben wurde bei den elektrophysiologischen Mes-
sungen eine Messlo¨sung bestehend aus 125 nM NaCl, 2,5 mM KCl, 25 mM
NaHCO3, 1,25 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 und 25 mM D(+)-
Glucose verwendet. Als Pipettenlo¨sung kam eine Kaliummethylsulfat-basierte
Messlo¨sung zum Einsatz (135 mM K-MeSO4, 5 mM KCl, 5 mM HEPES-K,
0,05 mM EGTA-K, 10 mM Phosphokreatinin-di(tris), 2 mM ATP-Mg, 0,5 mM
GTP-Na). Alle Messlo¨sungen hatten einen physiologischen pH-Wert von 7,25-
7,45.
Bei den elektrophysiologischen Experimenten wurde generell mit Substanzen
gearbeitet, die den synaptischen Input, dem die Neurone ausgesetzt sind, blo-
ckieren. Dafu¨r wurde Gabazin (GABAA Antagonist, 10 µM), CGP 35348
(GABAB Antagonist, 1 µM), D(-)-AP-5 (NMDA-Rezeptor Antagonist, 50 µM)
und NBQX Hydrat (AMPA-Rezeptor Antagonist, 5 µM) verwendet.
3.1.6 Programme zur Datenanalyse
Die Messdaten wurden mittels des Programms
”
Clampex 10.0“ (Molecular De-
vices) erfasst. Zur Auswertung dienten die Programme
”
Clampfit 10.0“ (Mo-
lecular Devices) sowie
”
Igor Pro 6“ (WaveMetrics). Fu¨r statistische Analysen
wurde
”
Office Excel 2007“ (Microsoft) benutzt.
3.1.7 Statistische Auswertungen
Zu vergleichende Datensa¨tze wurden anhand des zweiseitigen Student´s T-
Tests auf signifikante Unterschiede u¨berpru¨ft. Der T-Test pru¨ft, ob sich die
Mittelwerte zweier Datensa¨tze statistisch voneinander unterscheiden. Der p-
Wert als Maß fu¨r die Irrtumswahrscheinlichkeit, d.h. fu¨r die Wahrscheinlich-
keit, mit der die verglichenen Daten statistisch nicht unterschiedlich sind, wird
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mit zunehmender Signifikanz kleiner. Signifikanz wurde fu¨r p-Werte kleiner als
0,05 (*) oder 0,01 (**) angenommen.
3.2 Imaging
3.2.1 Pra¨paration des Gewebes
Im ersten Schritt wurde der Pipettenlo¨sung 0,20 % Biocytin zugesetzt. Die zu
markierende Zelle wurde dann in einer herko¨mmlichen Ableitung im whole-
cell Modus fu¨r etwa 10 Minuten gemessen. Wa¨hrend dieser Zeit kommt es
natu¨rlicherweise zu einem Austausch von Pipettenlo¨sung und Zellinnerem, was
zur Folge hat, dass sich Biocytin im gesamten Zellko¨rper sowie in den Den-
driten des Neurons ausbreitet. Der Gewebeschnitt wurde daraufhin in einer
Fixationslo¨sung (entha¨lt 4 % Paraformaldehyd, 14 % Pikrinsa¨ure) fixiert und
in phosphatgepufferter Salzlo¨sung (PBS) gewaschen. Die im Gewebe enthalte-
nen Zellmembranen wurden mit Triton-haltiger Lo¨sung aufgelo¨st. Nach erneu-
tem Waschen in PBS wurden die Gewebeschnitte u¨ber Nacht in
”
Streptavidin,
Alexa Fluor R© 594“ (Invitrogen) inkubiert. Der Streptavidinanteil dieser Ver-
bindung bindet mit einer hohen Affinita¨t an Biotin-Verbindungen, so auch an
Biocytin. Die andere Komponente der Substanz ist ein Fluoreszenzfarbstoff,
der bei externer Erregung Lichtwellen mit einer Wellenla¨nge von 594 nm (rot)
aussendet.
3.2.2 Mikroskopie
Um die so markierten Locus coeruleus-Neurone visualisieren zu ko¨nnen, wurde
konfokale Lichtmikroskopie angewandt. Die Bilder wurden mithilfe des
”
LSM
510 META“ Mikroskops (Zeiss) angefertigt.
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3.3 Molekularbiologie
Um die untersuchten Neurone identifizieren und deren mRNA-Profil na¨her
untersuchen zu ko¨nnen, wurden einzelne Zellen auf deren genetisches Expres-
sionsmuster hin untersucht.
Dabei wurden die Zellen bei den Experimenten einzeln aus dem Hirnschnitt
nach der elektrophysiologischen whole cell -Messung in die mit RNase-freier
Pipettenlo¨sung befu¨llte Pipette aspiriert und in einem Eppendorfgefa¨ß asser-
viert.
Das Gefa¨ß enthielt eine Mischung verschiedener fu¨r die Durchfu¨hrung einer
reversen Transkription notwendiger Substanzen und wurde sofort nach Ein-
bringen der Zellen auf Eis kalt gestellt. Die im Eppendorfgefa¨ß enthaltene
Mischung enthielt 0,7 µl Superase-IN (20U/µl, RNase-Inhibitor, Ambion), 1,9
µl Diethyldicarbonat-behandeltes Wasser (Inaktivierung von RNasen), 1 µl
dNTP-Mix (10 mM, Desoxyribonukleinsa¨uren), 0,7 µl BSA (143 µg/µl, Albu-
min) und 0,7 µl oligo-DT (0,5 µg/µl, Primer). Diese Mischung wurde gemein-
sam mit dem dazugegebenen Zellinhalt fu¨r fu¨nf Minuten auf 65◦C erhitzt, um
die enthaltene mRNA zu linearisieren und anschließend fu¨r eine Minute auf Eis
gestellt. Die Synthese der Einzelstrang-cDNA wurde durch die Zugabe folgen-
der Substanzen eingeleitet: 2 µl 10fach PCR-Puffer, 4 µl MgCl2, 2 µl DTT (0,1
M), 1 µl RNaseOut (40 U/µl, RNase-Inhibitor) und 6 µl Diethyldicarbonat-
behandeltes Wasser. Dieser Ansatz wurde anschließend fu¨r zwei Minuten bei
42◦C inkubiert. Nach dieser ersten Inkubation wurde 0,7 µl Superscript II (50
U/µl, Reverse Transkriptase) hinzugegeben und fu¨r weitere 50 Minuten bei
42◦C inkubiert. Die Reaktion wurde durch das Erhitzen auf 70◦C fu¨r 15 Minu-
ten beendet. Um die Einzelstrang-cDNA aus dem RNA-DNA-Hybrid zu lo¨sen,
wurde anschließend 0,5 µl RNase H (2 U/µl) hinzugegeben. Mit Ausnahme des
Superase-IN wurden alle oben genannten Substanzen von der Firma Invitrogen
bezogen.
Die cDNA der einzelnen Zellen wurde mithilfe einer Polymerasekettenreaktion
(PCR) amplifiziert. Der Reaktionsansatz fu¨r die PCR enthielt 2 mM MgCl2, 0,5
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mM dNTP-Mix, 1 µM Primer, 2,5 U Taq DNA-Polymerase, 5 µl 10fach-Puffer
2-4 µl cDNA. Die Sequenz der Primer setzte sich wie folgt zusammen: TH-
Primer: CAGGACATTGGACTTGCATCT und ATAGTTCCTGAGCTTGT-
CCTTG; DBH-Primer: GCCCTCCCTTCCTGTGTGAA und TTGTCACG-
GCATACACTAACA; Cav1.3-Primer: CTGACTCGGGACTGGTCTATTC
und CTGGAGGGACAACTTGGTCAAGCA (jeweils in 5´-3´-Richtung). Die
entstandenen PCR-Produkte hatten die folgenden Gro¨ßen: 297 bp (TH), 305
bp (DBH) und 379 bp (Cav1.3). Durch Erhitzen des Ansatzes auf 94
◦C wur-
de die DNA zuna¨chst denaturiert. Bei einer Temperatur von 45◦C erfolgte die
Anlagerung der Primer an die Einzelstrang-DNA. Nach einer erneuten Tempe-
raturerho¨hung auf 72◦C wurde die DNA-Polymerase-Reaktion gestartet. Ins-
gesamt wurde dieser Vorgang 45mal durchgefu¨hrt (Abb. 3.2).
94°C 94°C
56°C
72°C 72°C
4°C
5 min
7 min
45 sec
45 sec
110 sec
endlos
45 Zyklen
Abbildung 3.2: PCR-Protokoll
Nach der Amplifizierung der DNA wurde diese mit Ethidiumbromid markiert
und auf ein Agarosegel (2 %) aufgetragen. Die gelelektrophoretische Auftren-
nung der PCR-Produkte erfolgte anschließend durch Anlegen einer Spannung
von 100 mV u¨ber 20 Minuten. Mittels UV-Licht-Bestrahlung konnten die ent-
standenen Banden visualisiert werden.
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4.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von
LC-Neuronen
Zu Beginn der Experimente an Locus coeruleus-Neuronen der Maus stan-
den anatomische und morphologische Fragestellungen im Vordergrund. Die
Identifizierung der richtigen anatomischen Region bzw. der Nachweis, auch
tatsa¨chlich Neurone des Locus coeruleus untersucht zu haben, geschah nicht
nur u¨ber die Bestimmung des spezifischen Expressionsmusters dieser Zellen,
sondern auch mittels Untersuchung der Zellmorphologie und der korrekten
anatomischen Lage im Gewebeschnitt. Als anatomische Landmarke wurde der
vierte Ventrikel genutzt, an dessen Boden sich der Locus coeruleus befindet.
Es wurden durchweg horizontale Gewebeschnitte angefertigt, da in Hirn-
schnitten der Ratte gezeigt werden konnte, dass im Vergleich zur koronalen
Schnittfu¨hrung bei der horizontalen die Anzahl der nach dem slice-Vorgang er-
haltenen Dendriten signifikant ho¨her war (Travagli et al., 1996). Da hieraus ge-
schlossen werden kann, dass die LC-Neurone in horizontalen Schnitten durch-
schnittlich weniger bescha¨digt sind, wurde bei sa¨mtlichen elektrophysiologi-
schen Experimenten diese Vorgehensweise gewa¨hlt. Um die von Travagli et al.
in der Ratte beobachteten Resultate auch auf die Maus u¨bertragen zu ko¨nnen,
wurden Bilder von murinen LC-Neuronen aus horizontalen Schnitten ange-
fertigt und deren Dendritenanzahl mit den Ergebnissen von Travagli et al.
verglichen. Es wurden hierbei die sich nicht mehr verzweigenden Zellfortsa¨tze
geza¨hlt.
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Die untersuchten Zellen wurden wa¨hrend der Messung in der whole cell -
Konfiguration durch Applikation von 0,2 % Biocytin in die Pipettenlo¨sung
markiert und nach dem Fixiervorgang mithilfe von konfokaler Mikroskopie vi-
sualisiert. Bei dem in Abbildung 4.1 dargestellten Neuron ko¨nnen 16 Dendriten
geza¨hlt werden. Diese Anzahl liegt in dem Bereich, den auch Travagli et al. in
horizontalen Schnitten beobachten konnten (15,1 ± 0,07).
20µm
Abbildung 4.1: Locus coeruleus-Neuron. Die Zellen wurden im Hirnschnitt
belassen und elektrophysiologisch untersucht. Im whole cell -Modus wurden die
Neurone u¨ber die Pipette mit 0,2 % Biocytin befu¨llt und fluoreszensmikrosko-
pisch analysiert. Anzahl der sich nicht verzweigenden Dendriten: 16; Gro¨ße des
Zellko¨rpers: 19 µm. Die Grafik wurde mittels konfokaler Mikroskopie hergestellt.
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Der Zellko¨rper des hier abgebildeten Neurons hat einen maximalen Durch-
messer von 19µm. Auch dieser Wert ist mit fru¨her beschriebenen Messwerten
fu¨r Somata von LC-Neuronen vereinbar (Travagli et al., 1996; Touret et al.,
1982).
4.2 Molekularbiologische Charakterisierung des
Expressionsmusters von Locus coeruleus Neuronen
4.2.1 Enzyme der Katecholaminsynthese
Um nachweisen zu ko¨nnen, dass die untersuchten Zellen tatsa¨chlich norad-
renerge Neurone – und damit Zellen des LC – sind, wurde im Anschluss an
einige elektrophysiologische Messungen das Zellinnere mit Unterdruck in die
Pipette gesaugt und dieses Material mittels scRT-PCR auf die Enzyme Ty-
rosinhydroxylase (TH) und Dopamin-β-Hydroxylase (DBH) untersucht. Beide
Enzyme sind fu¨r unterschiedliche Schritte wa¨hrend der Katecholaminsynthese
zusta¨ndig. Tyrosinhydroxylase katalysiert die Reaktion von Tyrosin zu Dopa,
Dopamin-β-Hydroxylase die Umwandlung von Dopamin zu Noradrenalin.
Um die Expression der Enzyme TH und DBH nachweisen zu ko¨nnen, wurde,
wie in Abschnitt 3.3 beschrieben, die amplifizierte DNA einzelner Neurone
sowie ein Marker auf ein Agarosegel (2 %) aufgetragen. Zuvor wurden die PCR-
Produkte mit Ethidiumbromid markiert, um sie im Anschluss mittels UV-Licht
sichtbar machen zu ko¨nnen. Durch Anlegen einer Spannung von 100 mV u¨ber
20 Minuten erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung. In Abbildung 4.2
ist ein Gel nach einer solchen Auftrennung abgebildet. Darauf erkennt man
zwei Banden, deren Gro¨ße anhand des Markers auf ca. 300 bp zu bestimmen
ist. Diese Gro¨ße entspricht den erwarteten Werten fu¨r TH (297 bp) und DBH
(305 bp). Sieben der untersuchten zehn Zellen zeigen eine Expression beider
Enzyme.
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Abbildung 4.2: scRT-PCR. Agarosegel (2 %) nach elektro-
phoretischer Auftrennung (100 mV, 20 min.). PCR-Produkte
wurden mit Ethidiumbromid markiert und durch UV-Licht sicht-
bar gemacht. Die beiden Banden zeigen eine Gro¨ße von etwa 300
bp. Die erwarteten Werte sind 297 bp (TH) bzw 305 bp (DBH).
Sieben der untersuchten zehn Zellen zeigen eine Expression bei-
der Enzyme.
4.2.2 Kalziumkanal Cav1.3
Der Kalziumkanal Cav1.3 geho¨rt zu der Familie der L-Typ-Kalziumkana¨le und
konnte im Gehirn der Maus in verschiedenen Regionen nachgewiesen werden
(Sukiasyan et al., 2009). Um zu zeigen, dass auch murine LC-Neurone diesen
Kanal exprimieren, wurden wiederum scRT-PCR Experimente durchgefu¨hrt.
Wie oben beschrieben, wurde das PCR-Produkt mit Ethidiumbromid markiert
und neben einem Marker auf ein Agarosegel (2 %) aufgetragen. Nach elektro-
phoretischer Auftrennung (100 mV, 20 min.) konnte durch UV-Bestrahlung
eine Bande im Breich von knapp 400 bp sichtbar gemacht werden, was mit
dem erwarteten Wert von 379 bp vereinbar ist. In Abbildung 4.3 ist ein sol-
ches Agarosegel abgebildet. Bei drei der untersuchten zehn Zellen konnte eine
deutliche Expression nachgewiesen werden.
500
300
200
bp
Ca
v
1.3
Abbildung 4.3: scRT-PCR. Agarosegel (2 %) nach elektrophore-
tischer Auftrennung (100 mV, 20 min.). PCR-Produkte wurden mit
Ethidiumbromid markiert und durch UV-Licht angeregt. Die Bande
wird bei der Markierung von knapp 300 bp sichtbar. Der erwartete
Wert fu¨r den Cav1.3 Kanal ist 379 bp. Drei der untersuchten zehn
Zellen zeigen eine Expression des Cav1.3-Kanals.
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4.3
”
Pacemaking“ in Locus coeruleus Neuronen
4.3.1 Schrittmacherfunktion
Die u¨berwiegende Mehrzahl der untersuchten Locus coeruleus-Neurone (98
von 103 Zellen) zeigte eine spontane, intrinsische Aktivita¨t in Form von re-
gelma¨ßigen Aktionspotentialen (AP). Diese Schrittmacheraktivita¨t (
”
pacema-
king“) konnte unabha¨ngig von jeglichem synaptischem Input beobachtet wer-
den. Bei allen Messungen wurde ein Blockercocktail bestehend aus Gaba-
zin (GABAA Antagonist, 10 µM), CGP 35348 (GABAB Antagonist, 1 µM),
D(-)-AP-5 (NMDA-Rezeptor Antagonist, 50 µM) und NBQX Hydrat (AMPA-
Rezeptor Antagonist, 5 µM) zur ACSF-Messlo¨sung hinzugefu¨gt, womit sicher-
gestellt wurde, dass jede dann noch messbare Schrittmacheraktivita¨t intrin-
sisch entsteht.
Bei den gemessenen LC-Neuronen konnten Schrittmacherfrequenzen im Be-
reich von 0,8-3,8 Hz (Mittelwert 1,75 ± 0,18 Hz, n = 98) beobachtet werden
(Abb. 4.4, a).
Das Ruhemembranpotential der gemessenen Zellen lag im Mittel bei -44,58 ±
1,03 mV (n = 24). Als Schwellenwert, bei dessen Erreichen ein Aktionspotential
ausgelo¨st wird, wurde -29,15 ± 0,96 mV (n = 24) gemessen. Die Amplitude
der Aktionspotentiale, gemessen vom Schwellenwert bis zum peak, betrug im
Durchschnitt 69,78 ± 1,20 mV (n = 24) (Abb. 4.4, b+c).
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Abbildung 4.4: Schrittmacheraktivita¨t. Elektrophysiologische Messungen
wurden an slices unter Anwesenheit synaptischer Blocker (vgl. Abschnitt 3.1.4)
durchgefu¨hrt. a: AP-Frequenz. cell attached -Messungen, voltage clamp-Modus,
Haltepotential 0 mV. b: AP-Amplitude, gemessen vom Schwellenwert bis
zum peak. whole cell -Messungen, current clamp-Modus, keine Strominjektion.
c: Schwellenwert und Ruhemembranpotential. whole cell -Messungen, current
clamp-Modus, keine Strominjektion. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit
Standardfehler.
4.3.2 Aktionspotentiale – Morphologie
Zur Analyse der Aktionspotential-Morphologie der LC-Neurone wurden elek-
trophysiologische Messungen im whole cell -Modus (current clamp, keine
Strominjektion) durchgefu¨hrt. Alle Untersuchungen erfolgten an Hirnschnit-
ten in Anwesenheit der oben genannten synaptischen Blocker. Die Morpholo-
gie der Aktionspotentiale der Locus coeruleus-Neurone ist in Abbildung 4.5 fu¨r
eine Reihe von APs illustriert. Die Aktionspotentialfrequenz betra¨gt in diesem
Beispiel 1,45 Hz; das Ruhemembranpotential liegt hier bei -48 mV (4.5, a).
Ein einzelnes AP ist in Abbildung 4.5, b vergro¨ßert dargestellt. Die Morpholo-
gie a¨hnelt in einigen Parametern der von dopaminergen Neuronen der Substan-
tia nigra pars compacta im Hirnschnitt (Bean, 2007). Man kann auch im Ak-
tionspotential der LC-Neurone deutlich zwei Komponenten der Erregungsaus-
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breitung erkennen. Um dieses Pha¨nomen na¨her untersuchen zu ko¨nnen, wurde
hier ein einzelnes AP in Form eines
”
phase plots“, bei dem die Vera¨nderung
des Membranpotentials u¨ber die Zeit (dV/dt) gegen das Membranpotential
aufgetragen ist, dargestellt (Abb. 4.5, c). Die eigentliche Spitze der Erregung
(
”
spike“), deren zellula¨res Korrelat im somatisch-dendritischen (SD) Bereich
der Zelle anzusiedeln ist, ist im phase plot als gro¨ßter Ausschlag nach oben
dargestellt. Dem voraus geht eine kleinere Komponente, die als Erregung des
initialen Segments des Axons interpretiert wird (Shu et al., 2007). Der Erre-
gungsursprung in LC-Neuronen liegt also nicht auf der dendritischen Seite der
Zelle, sondern im Initialsegment (IS) des Axons.
Eine weitere Gemeinsamkeit zu den Aktionspotentialen, die man in SNpc-
Neuronen beobachten kann, ist der abrupte, rasche Anstieg des Membranpo-
tentials zu Beginn des AP (Abb. 4.5, b). Anders als bei APs, deren Initiierung
von den Dendriten ausgeht, bildet die Kurve an dieser Stelle einen regelrechten
Knick, den Naundorf et al. als
”
kink“ bezeichnen (Naundorf et al., 2006).
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Abbildung 4.5: Morphologie der Aktionspotentiale. a: Intrinsische
Schrittmacheraktivita¨t in einem LC-Neuron, whole cell -Messung, current clamp-
Modus, keine Strominjektion. b: AP in ho¨herer Auflo¨sung; zu sehen ist ein ab-
rupter Anstieg des Membranpotentials (
”
kink“). c: zugeho¨riger phase plot des
AP; der Aufstrich ist in zwei Komponenten gegliedert: eine fru¨he, vom initialen
Segment (IS) ausgehende, und eine spa¨te Komponente, die die Erregung des
somatisch-dendritischen (SD) Bereichs repra¨sentiert.
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4.4 Effekt von Isradipin auf die Schrittmacherfunktion
Um die Rolle der L-Typ-Kalziumkana¨le auf die Schrittmacherfunktion von
LC-Neuronen zu untersuchen, wurde der Kalziumkanalblocker Isradipin ver-
wendet. Dieses Pharmakon geho¨rt zu der Klasse der Dihydropyridine (DHP)
und wirkt antagonistisch auf L-Typ-Kalziumkana¨le.
In dopaminergen Neuronen der Substantia Nigra pars compacta wird der Ein-
fluss dieser Kana¨le schon seit vielen Jahren untersucht und diskutiert. Lange
Zeit war man davon ausgegangen, dass hier Kana¨le des L-Typs fu¨r die Auf-
rechterhaltung sowie fu¨r die Frequenz des pacemakings von großer Bedeutung
sind (Mercuri et al., 1994). Nach Blockade von spannungsabha¨ngigen Natri-
umkana¨len durch Tetrodotoxin (TTX), die zum Verschwinden der Aktionspo-
tentiale und somit zum Erliegen des pacemakings fu¨hrt, schwankt das Mem-
branpotential weiter mit einer Frequenz, die mit der Schrittmacherfrequenz
vergleichbar ist (Yung et al., 1991). Diese langsamen Oszillationen (slow os-
cillatory potentials, SOPs) wurden gemeinhin dafu¨r verantwortlich gemacht,
das Membranpotential na¨her an die Schwelle zu bringen und somit Aktions-
potentiale zu triggern. Neuere Arbeiten zeigen, dass DHP-sensitive Kana¨le am
Schrittmacherprozess teilnehmen, nicht aber essentiell fu¨r dessen Aufrechter-
haltung sind (Guzman et al., 2009). Wie weiter oben beschrieben finden sich
im elektrophysiologischen Verhalten der Locus coeruleus-Neurone viele Ge-
meinsamkeiten mit dem der Zellen der SNpc (Abschnitt 4.3). Mithilfe von
Experimenten mit dem L-Typ-Kalziumkanalblocker Isradipin soll im Folgen-
den gepru¨ft werden, welche Rolle diese Kana¨le fu¨r das pacemaking spielen und
welche Unterschiede oder Gemeinsamkeiten der LC-Neurone zur SNpc nach-
zuweisen sind.
Eine erste Beobachtung bei den Experimenten mit Isradipin ist, dass sich durch
die Applikation von Isradipin in die Messlo¨sung (5 µM) die spontane Aktivita¨t
der Locus coeruleus Neurone nicht blockieren la¨sst (Abb. 4.6, a, n = 6). Weder
kann hierdurch ein Sistieren der Aktionspotentiale noch eine Vera¨nderung der
AP-Frequenz erreicht werden.
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Bei elektrophysiologischen Messungen im whole cell -Modus kommt es nach
kurzer Zeit zu einer Vermischung des Zellinneren mit der Pipettenlo¨sung. Die
sich dadurch vera¨nderte Zusammensetzung des Zytoplasmas kann zu einem
sog. rundown-Effekt fu¨hren. Ein etwaiger Effekt eines Pharmakons ko¨nnte da-
durch verfa¨lscht werden. Um diesen rundown-Effekt zu minimieren, wurde die
Schrittmacheraktivita¨t im cell attached -Modus gemessen. In Abbildung 4.6,
a ist eine repra¨sentative Ableitung vor und nach der Applikation von Isradi-
pin dargestellt. A¨hnliche Ergebnisse wurden in allen sechs untersuchten Zellen
beobachtet.
Dieses Verhalten der Zellen kann jedoch nicht auf eine fehlgeschlagene Antago-
nisierung von Isradipin auf Kalziumkana¨le zuru¨ckgefu¨hrt werden, wie die nach-
folgenden Experimente zeigen. Bei whole cell -Messungen war in Kontrollablei-
tungen zuna¨chst ein a¨hnliches Aktivita¨tsmuster wie in den vorherigen Messun-
gen erkennbar (Abb. 4.6, b oben). Die Blockierung von spannungsabha¨ngigen
Natriumkana¨len, die fu¨r den schnellen Aufstrich des Aktionspotentials ver-
antwortlich sind, durch TTX fu¨hrte erwartungsgema¨ß zu einem Verschwinden
der APs. Die jetzt noch sichtbaren Potentialschwankungen sind mit den oben
beschriebenen, durch Kalziumkana¨le vermittelten
”
slow oscillatory potentials“
gleichzusetzen (Abb. 4.6, b Mitte). Dieselben Zellen wurden nach der Appli-
kation von TTX in der Folge zusa¨tzlich mit 5 µM Isradipin superfundiert, wo-
durch die Oszillationen aufgehoben bzw. deutlich reduziert wurden (Abb. 4.6,
b unten, n = 10). Dieser Effekt kommt in Abbildung 4.6, c noch deutlicher zum
Vorschein. Die Grafik zeigt die Spektralanalyse mittels Fourier-Transformation
der Zelle aus Abbildung 4.6, b. Die Kontrollkurve in schwarz zeigt eine relativ
regelma¨ßige Oszillation des Membranpotentials von etwa 2,2 Hz vor Applika-
tion von Isradipin. Der peak bei dieser Frequenz ist unter Anwesenheit des
Blockers nicht mehr nachweisbar (rote Kurve). Um die Reduktion der Oszil-
lationen durch Isradipin statistisch bei allen untersuchten Zellen beurteilen zu
ko¨nnen, wurde das Integral der Fourier-Funktionen vor und nach Isradipin-
Applikation bei allen untersuchten Zellen berechnet und der Mittelwert gebil-
det. Abbildung 4.6, d zeigt die ermittelten Werte in einem Sa¨ulendiagramm. Es
wird deutlich, dass es zu einer signifikanten Verringerung der Membranoszil-
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lationen durch die Blockade von L-Typ-Kalziumkana¨len kommt (Integral vor
Isradipin-Applikation: 280,6 ± 54,1; Integral nach Isradipin-Applikation: 84,8
± 8,9 (jeweils x106), p <0,01, n = 10).
Statistisch bewegen sich die Schrittmacherfrequenzen und die Frequenz der
Kalziumoszillationen der verschiedenen Zellen nach TTX-Applikation in einem
vergleichbaren Rahmen. Ein erkennbarer Zusammenhang zwischen den beiden
Frequenzen in ein und derselben Zelle besteht jedoch nicht (Abb. 4.6, e).
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Abbildung 4.6: Einfluss von Isradipin auf das pacemaking und SOPs.
a: cell attached -Messung. Applikation von 5 µM Isradipin hat keinen Einfluss
auf die autonome Schrittmacheraktivita¨t. b: Oben: whole cell -Kontrollmessung.
Das Frequenzmuster ist vergleichbar mit den cell attached -Messungen. Mitte:
Membranpotential nach Gabe von 1 µM TTX. Na+-unabha¨ngige Membranos-
zillationen (SOPs) werden erkennbar. Unten: In Anwesenheit von 5 µM Isradipin
geht die Amplitude der Oszillationen deutlich zuru¨ck bzw. verschwindet ganz
(n = 10). c: Spektralanalyse der Membranoszillationen derselben Zelle mittels
Fourier-Transformation. Aufgetragen ist die Power bei der jeweiligen Frequenz.
Die Oszillationen sind durch Isradipin antagonisierbar. d: Die Funktionen der
Fourier-Transformation wurden integriert und die untersuchten Zellen statistisch
ausgewertet. Nach Gabe von Isradipin waren die Integrale signifikant kleiner als
bei der Kontrolle (p <0,01). e: Zwischen der Frequenz des pacemakings und der
der Oszillationen konnte kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen wer-
den.
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Bei einigen Zellen waren die Oszillationen derart stark ausgepra¨gt, dass man
von regelrechten Ca2+-spikes sprechen kann (Abb. 4.7). Dass auch diese Po-
tentialvera¨nderungen kalziumvermittelt sind, beweist das Ansprechen auf Is-
radipin.
Fru¨here Arbeiten zeigen eine starke Synchronita¨t in der Aktivita¨t von LC-
Neuronen untereinander. Die Synchronita¨t ist dabei sowohl bei den Schritt-
machereigenschaften als auch bei den unterschwelligen Membranoszillationen
nachweisbar (Christie et al., 1989; Ishimatsu and Williams, 1996; Alvarez et
al., 2002) und wird durch die Kopplung der Neurone untereinander mit gap
junctions erreicht (
”
electrical coupling“).
Um die Rolle der elektrotonischen Kopplung fu¨r die intrinsische Schrittmache-
raktivita¨t der LC-Neurone zu untersuchen, wurden erste Voruntersuchungen
mit dem gap junction-Blocker Carbenoxolon durchgefu¨hrt. Hierbei wurden
elektrophysiologische Messungen im whole cell -Modus (current clamp, keine
Strominjektion) vorgenommen. Diese Messungen zeigen, dass weder die intrin-
sische Schrittmacheraktivita¨t noch die Ca2+-Oszillationen von der Blockade
der gap junctions durch Carbenoxolon (100 µM) beeinflusst werden (Abb. 4.8,
n = 3). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass es sich bei den langsamen
Membranoszillationen um intrinsische, in jeder Zelle vorhandene und nicht von
einer Subpopulation von Neuronen im LC vorgegebene Vorga¨nge handelt.
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20 mV
Abbildung 4.8: Membranoszillationen in Anwesenheit von Carbeno-
xolon. whole cell -Messung, current clamp-Modus, keine Strominjektion. Oben:
Kontrollmessung unter 100 µM Carbenoxolon. Es ist kein Unterschied im Ak-
tivita¨tsmuster dieser Zelle zu dem anderer Zellen ohne gap junction-Blocker zu
erkennen. Mitte: Dieselbe Zelle zeigt nach TTX-Applikation starke Potential-
schwankungen mit Ca2+-spikes, die durch Isradipin antagonisierbar sind (un-
ten).
4.5 HCN-Kana¨le spielen keine Rolle fu¨r das pacemaking im
Locus coeruleus
In dopaminergen SNpc-Neuronen sind neben anderen sowohl L-Typ-
Kalziumkana¨le als auch HCN-Kana¨le (
”
hyperpolarisation activated cyclic
nucleotide gated“) am Schrittmacherprozess beteiligt. Nur wenn in den Zellen
mindestens eine der beiden Komponenten aktiv – d.h. exprimiert und nicht
geblockt – ist, kann eine spontane Aktivita¨t beobachtet werden (Guzman et
al., 2009).
Obgleich es – wie oben beschrieben – einige elektrophysiologische Gemeinsam-
keiten der beiden Neuronengruppen gibt, kristallisiert sich bei der Untersu-
chung der HCN-Kana¨le in LC-Neuronen ein Unterschied zu den Zellen der
SNpc heraus. Neurone wie die der SNpc, in denen HCN-Kana¨le exprimiert
sind, zeigen in current clamp-Messungen einen sog.
”
voltage-sag“ als Reaktion
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auf eine hyperpolarisierende Strominjektion. Bei diesem Pha¨nomen folgt auf
eine anfa¨ngliche Hyperpolarisation der Membran eine durch die Aktivierung
von HCN-Kana¨len vermittelte reaktive Depolarisierung, die man als voltage-
sag bezeichnet. LC-Neurone hingegen weisen keinen voltage-sag auf (Abb. 4.9,
a).
Auch voltage clamp-Messungen, mit denen ein durch HCN-Kana¨le vermittel-
ter Strom (Ih) dargestellt werden kann, legen die Vermutung nahe, dass durch
Hyperpolarisation gesteuerte Kana¨le in LC-Neuronen keine Rolle spielen. Eine
solche Messung ist in Abbildung 4.9, b dargestellt. Das Spannungsprotokoll
beinhaltet eine pra¨-Puls-Phase, in der nacheinander von einem Haltepotential
von -50 mV aus hyperpolarisierende Spannungsspru¨nge beschrieben werden,
und den eigentlichen Testpuls, bei dem das Potential auf -130 mV springt.
An der in Abbildung 4.9, b gezeigten Stromkurve ist keinerlei Kinetik zu
erkennen, die auf die Aktivierung eines Kanals schließen la¨sst; es sind viel-
mehr nur durch die passiven Eigenschaften der Zellmembran hervorgerufene
Stro¨me sichtbar. Ein Vorhandensein von HCN-Kana¨len bzw. deren Stro¨me in
LC-Neuronen konnte somit nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.9: HCN-Kana¨le spielen keine Rolle in LC-Neuronen. a:
whole cell-, current clamp-Messung mit einer hyperpolarisierenden Strominjek-
tion (250 pA, 500 ms). Der Verlauf des Membranpotentials weist keinen voltage-
sag auf. b: whole cell-, voltage clamp-Messung. Von einem Haltepotential von
-50 mV wurden insgesamt sieben hyperpolarisierende Spannungsspru¨nge um je
10 mV (Pra¨puls) angelegt mit anschließendem Sprung auf -130 mV (Testpuls).
Der Stromverlauf der Membran zeichnet lediglich das abgebildete Spannungs-
protokoll nach; es findet sich keine Aktivierungskinetik.
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Die noradrenergen Neurone des Locus coeruleus (LC) sind autonome Schritt-
macherzellen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die molekularen Mechanis-
men, die dieser Schrittmacheraktivita¨t zugrunde liegen, na¨her zu beleuchten.
Da insbesondere Kalzium neben seiner elektrophysiologischen Funktion auch
eine große Rolle in der Entwicklung der mitochondrialen Dysfunktion spielt
und damit unmittelbar Einfluss auf das U¨berleben der Zelle nimmt, wurde ein
besonderes Augenmerk auf Kalziumkana¨le des L-Typs gelegt.
Auch gerade in Anbetracht der großen Relevanz des LC fu¨r Pathogenese und
Progression der Parkinson-Krankheit sind die Untersuchungen des Schrittma-
chermechanismus von Interesse. Da sowohl die Substantia nigra pars com-
pacta (SNpc) als auch der LC im Verlauf der Krankheit einem neuropatho-
logisch deutlich sichtbaren Zellverlust unterliegen, liegt die Vermutung nahe,
dass auf zellula¨rer Ebene Gemeinsamkeiten zwischen diesen beiden Kerngebie-
ten existieren. Etwaige Parallelen in den elektrophysiologischen Eigenschaften
von SNpc und LC ko¨nnten Hinweise darauf geben, warum gerade diese Zell-
gruppen von einer beschleunigten Degeneration betroffen sind und eine ho¨here
Vulnerabilita¨t gegenu¨ber Parkinson-auslo¨senden Toxinen besitzen.
Im Folgenden werden die oben beschriebenen Ergebnisse in den aktuellen
Stand der Forschung eingeordnet und deren Relevanz und Bedeutung disku-
tiert.
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5.1 Identifizierung der LC-Neurone
Eine sinnvolle Bewertung der Ergebnisse ist nur mo¨glich, sofern die sichere
Identifizierung der Zellen als LC-Neurone gewa¨hrleistet ist. Die Auswahl der
Hirnschnitte, die mutmaßlich Zellen des LC enthalten, und das Auffinden der
richtigen Region im Schnitt selbst sind nicht trivial, da der LC im Gehirn
einer Maus eine maximale Ausdehnung von ca. 400 µm hat und somit lediglich
ein, vereinzelt auch zwei Schnitte pro Hirn fu¨r Experimente verwendet werden
ko¨nnen. Um dennoch die richtigen Zellen auszumachen, wurden vier Kriterien
zur Identifizierung herangezogen: die anatomische Lage, die Zellmorphologie,
die Expression von Schlu¨sselenzymen und das elektrophysiologische Profil der
LC-Neurone. Diese vier Kriterien werden im Folgenden na¨her analysiert.
5.1.1 Anatomie
Als anatomische Landmarke wurde der Rand des vierten Ventrikels verwen-
det. In der entsprechenden Schnittho¨he pra¨sentiert sich die Begrenzung des
Ventrikels in einer charakteristischen Form (vgl. Abb. 5.1). Der Locus coeru-
leus stellt sich als eine Gruppe von dicht beieinander liegenden, großen, ovalen
Zellko¨rpern dar.
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Abbildung 5.1: LC-enthaltender, horizontaler Hirnschnitt. Der LC zeigt
sich als Region mit dicht aneinander liegenden relativ großen Zellko¨rpern (Krei-
se). Die gestrichelte Linie zeigt den auf der entsprechenden Schnittho¨he cha-
rakteristisch geformten Rand des vierten Ventrikels, der an eine geschweifte
Klammer erinnert (modifiziert nach brainmaps.org).
Um diese anatomische Bestimmung zu untermauern, wurde anfa¨nglich mit
genetisch vera¨nderten Ma¨usen gearbeitet, bei denen das Enzym Tyrosinhy-
droxylase mit einem fluoreszierenden Farbstoff (
”
green fluorescent protein“,
GFP) gekoppelt ist. Somit ist in diesen Ma¨usen in sa¨mtlichen Katecholamin-
produzierenden Zellen – also auch in noradrenergen LC-Neuronen – GFP expri-
miert, was zur Folge hat, dass sie bei Anregung durch UV-Licht fluoreszieren.
Bei der Untersuchung der interessierenden Hirnschnitte zeigte sich eine deut-
lich abgrenzbare Fluoreszenz im vorher lichtmikroskopisch als Locus coeruleus
identifizierten Areal.
5.1.2 Zellmorphologie
Im na¨chsten Schritt wurde die Morphologie der Zellen untersucht, wobei Gro¨ße
und Form der Somata sowie die Anzahl der dendritischen Verzweigungen be-
urteilt wurden. Travagli et al. fanden in LC-Neuronen der Ratte eine durch-
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schnittliche Dendritenanzahl von 15,1 ± 0,07 und eine Zellko¨rpergro¨ße von
25 ± 3 µm (Travagli et al., 1996). Bei den in dieser Arbeit untersuchten Zel-
len konnten 13, 15 bzw. 16 Dendriten geza¨hlt werden; die Gro¨ße der Somata
betrug 19, 21 bzw. 24 µm. Die untersuchten Zellen lagen sowohl im Hinblick
auf die Dendritenanzahl als auch auf die Gro¨ße der Somata in der gleichen
Gro¨ßenordnung wie die bei Travagli et al. beschriebenen Zellen.
Der Vergleich morphologischer Daten zweier unterschiedlicher Spezies muss
prinzipiell vorsichtig angegangen werden, da die Vergleichbarkeit zwischen
Maus und Ratte nicht zwingend gegeben sein muss. U¨ber die Zellmorpho-
logie von LC-Neuronen der Maus ist bisher weit weniger bekannt als u¨ber die
der Ratte. Allgemein kann aber festgehalten werden, dass sich LC-Neurone
in beiden Tierarten als Zellen mit vergleichsweise großen Somata darstellen.
Die morphologischen Parameter stimmen somit weitgehend u¨berein und auch
die Anordnung und Lokalisation der Zellen sind bei beiden Tieren vergleich-
bar. Dies macht die korrekte Identifizierung der Zellen als LC-Neurone sehr
wahrscheinlich.
5.1.3 Expression von Schlu¨sselenzymen
In der molekularbiologischen Untersuchung waren vor allem die
Schlu¨sselenzyme der Noradrenalinsynthese, Tyrosinhydroxylase (TH) und
Dopamin-β-Hydroxylase (DBH) von Interesse. Neurone, die die mRNA dieser
beiden Enzyme exprimieren, mu¨ssen folglich noradrenalinproduzierende Zellen
sein. Aus den in dieser Arbeit gezeigten molekularbiologischen Untersuchun-
gen geht hervor, dass in sieben von zehn untersuchten Zellen sowohl TH als
auch DBH exprimiert wird.
Als Grund dafu¨r, dass nicht alle Zellen TH- und DBH-positiv gemessen wurden,
ist prinzipiell denkbar, dass innerhalb der morphologisch gleich erscheinenden
Population der LC-Neurone weitere Subpopulationen von nicht-noradrenergen
Zellen existieren. Unter dieser Annahme wa¨re es wahrscheinlich, dass auch
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bei der Betrachtung der elektrophysiologischen Ergebnisse Unterschiede be-
obachtet und die Bewertung derer somit differenzierter vorgenommen werden
mu¨sste. Um diese Theorie zu u¨berpru¨fen, wurden von jeder molekularbiolo-
gisch untersuchten Zelle Ableitungen gemacht, um deren Aktivita¨tsmuster be-
stimmen und mit den u¨brigen Messungen vergleichen zu ko¨nnen (Daten nicht
gezeigt). Die Tatsache, dass keine dieser Zellen Variationen im elektrophysio-
logischen Verhalten zeigte, macht die Mo¨glichkeit, unterschiedliche Zellpopu-
lationen untersucht zu haben, unwahrscheinlich.
Generell ist auch denkbar, dass die zu untersuchende mRNA beim Aspirieren
des Zellinhaltes in die Pipette Schaden genommen hat und somit nicht mehr
nachweisbar ist.
Eine weitere mo¨gliche Ursache fu¨r den fehlenden Expressionsnachweis in den
drei Zellen ist in der Methode des Experiments zu suchen. Um das Substrat fu¨r
die PCR zu gewinnen, wurde der Zellinhalt nach der Ableitung durch Anle-
gen von Unterdruck in das Innere der Patch-Pipette gezogen. Da die Neurone
direkt aus dem Hirnschnitt gesammelt wurden, mussten sie unter lichtmikro-
skopischer Kontrolle aus ihrem Zellverband gelo¨st werden. Dabei ist es auf-
grund der eingeschra¨nkten Sichtverha¨ltnisse im slice nahezu unmo¨glich, mit
Sicherheit beurteilen zu ko¨nnen, ob das Zellinnere tatsa¨chlich komplett in die
Pipettenspitze aufgenommen wurde. Die Annahme, dass der Grund fu¨r das
vereinzelte Fehlen der entsprechenden Banden in der Gelelektrophorese, also
bei der Methodik dieser Experimente zu suchen ist und nicht von der fehlen-
den Expression der Enzyme in den Zellen herru¨hrt, erscheint angesichts dieser
U¨berlegungen wahrscheinlich.
5.1.4 Elektrophysiologisches Profil
Bei dem Vorhaben, die korrekten Locus coeruleus Neurone zu identifizieren,
sollten die elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellen na¨her beleuchtet
werden. Besonders der Vergleich der in dieser Arbeit gemessenen Ergebnisse
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mit schon bekannten Messergebnissen sollte die Identifizierung einen Schritt
weiter bringen.
Es zeigt sich, dass die in dieser Arbeit erhobenen elektrophysiologischen Pa-
rameter weitgehend mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen vergleich-
bar sind. Die spontane Entladungsrate der Neurone liegt mit 0,8-3,8 Hz
in dem Bereich, der bereits sowohl in der Maus (de Oliveira et al., 2010;
Zhang et al., 2010), als auch in der Ratte (Williams et al., 1984; Wil-
liams and Marshall, 1987; Christie et al., 1989; Alreja and Aghajanian, 1991;
Ishimatsu and Williams, 1996) beobachtet werden konnte. Die Beobachtun-
gen bezu¨glich Amplitude und Morphologie der Aktionspotentiale entsprechen
denen von de Oliviera et al. und Zhang et al..
In der Zusammenschau der in diesem Kapitel dargelegten Ergebnisse erscheint
die korrekte Identifikation der gemessenen Zellen als Locus coeruleus Neurone
gesichert.
5.2 Vergleich Substantia nigra pars compacta und Locus
coeruleus
In der Pathogenese der Parkinson-Krankheit spielt neben der Substantia ni-
gra pars compacta (SNpc) auch der Locus coeruleus eine entscheidende Rolle.
Genau wie SNpc-Neurone unterliegen auch die Zellen des LC einer beschleu-
nigten Degeneration. Die Gru¨nde fu¨r das fru¨hzeitige Absterben dieser Zellen
ist nach wie vor ungekla¨rt. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, mo¨gliche Parallelen
im elektrophysiologischen Verhalten der beiden Zellpopulationen herauszuar-
beiten. Gemeinsamkeiten im Mechanismus der Schrittmacheraktivita¨t ko¨nnten
einen Hinweis auf etwaige Mechanismen geben, die der erho¨hten Vulnerabilita¨t
der betroffenen Nervenzellen zugrunde liegen.
Zuna¨chst fa¨llt auf, dass - wie in Abschnitt 4.5 gezeigt - HCN-Kana¨le in Locus
coeruleus Neuronen keine funktionale Rolle spielen, das heißt, die Schrittma-
cheraktivita¨t dieser Zellen ist nicht auf den Beitrag von HCN-Kana¨len ange-
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wiesen. Dieser Umstand stellt einen fundamentalen Unterschied zwischen den
beiden Zellpopulationen dar. In SNpc-Neuronen ist zweifellos ein funktionaler
Strom durch HCN-Kana¨le vorhanden (Chan et al., 2007) und auch das pace-
making ist jedenfalls zum Teil von diesen Kana¨len abha¨ngig (Guzman et al.,
2009). Zwar ist in SNpc-Neuronen der alleinige Block von HCN-Kana¨len nicht
ausreichend, um die Schrittmacheraktivita¨t der Zellen zum Erliegen zu brin-
gen; auch die isolierte Blockade von L-Typ-Kalziumkana¨len bringt hier kein
Sistieren der Aktionspotentiale mit sich. Die Kombination der beiden Blocka-
den jedoch fu¨hrt in der Substantia nigra zu einem Ausfall jeglicher autonomer
Aktivita¨t (Guzman et al., 2009). Die Schrittmacheraktivita¨t in der SNpc ist
also gegenu¨ber Blockaden einzelner Kanalsysteme stabil, anders als dies in an-
deren autonom aktiven Zellen (wie z.B. den Schrittmacherzellen des Herzens)
der Fall ist. Die Blockierung einer der beiden Kanalsysteme scheint von dem
jeweils anderen kompensiert werden zu ko¨nnen.
Die alleinige Blockierung von L-Typ-Kalziumkana¨len bringt auch in Locus coe-
ruleus Neuronen das pacemaking nicht zum Erliegen, wie in Abschnitt 4.4
gezeigt wird. Da in Locus coeruleus Neuronen eine Beteiligung der HCN-
Kana¨le am Schrittmachermechanismus fehlt, ist hier die Kompensation durch
das HCN-System, wie es in SNpc-Neuronen beobachtet werden kann, nicht
mo¨glich. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, welche anderen (hier
nicht untersuchten) Leitfa¨higkeiten der LC-Neurone fu¨r die Schrittmacherak-
tivita¨t verantwortlich sein ko¨nnten. Ein mo¨glicher, von HCN-Kana¨len un-
abha¨ngiger Mechanismus beruht auf der Kinetik von kalziumabha¨ngigen Kali-
umkana¨len. Das wa¨hrend des Aktionspotentials einfließende Kalzium bewirkt
ein O¨ffnen dieser Kana¨le, das zu einer Nachhyperpolarisation der Zellmembran
fu¨hrt. Der nach Ende des vorangegangenen Aktionspotentials wieder sinken-
de intrazellula¨re Kalziumspiegel fu¨hrt wa¨hrend des AP-freien Intervalls zum
Schließen der Kaliumkana¨le, das wiederum die Depolarisation der Zellmem-
bran nach sich zieht. Sobald die Membran so weit depolarisiert ist, dass sie den
Schwellenwert erreicht, wird ein neues AP ausgelo¨st. Um den genauen Mecha-
nismus, der der Schrittmacheraktivita¨t der LC-Neurone zugrunde liegt, aufzu-
kla¨ren, wa¨re somit die Untersuchung von kalziumabha¨ngigen Kaliumkana¨len
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von Interesse. Sowohl der molekularbiologische Nachweis der Expression des
entsprechenden Proteins als auch die elektrophysiologische Charakterisierung
des entsprechenden Stroms wa¨ren denkbare weiterfu¨hrende Experimente.
Eine Gemeinsamkeit der beiden Zellpopulationen von SNpc und LC ist das
Auftreten von Membranoszillationen (SOPs), die nach Blockade der Akti-
onspotentiale durch TTX sichtbar werden (vgl. Abschnitt 4.4 bzw. Chan et
al. (2007)). Wie in den Neuronen der SNpc sind auch die Oszillationen der
LC-Zellen kalziumvermittelt, was durch das Ansprechen auf das Dihydropy-
ridin Isradipin (5 µM) deutlich wird. Gemeinsam ist beiden Zelltypen auch,
dass die alleinige Gabe von Isradipin in gleicher Konzentration die autonome
Aktivita¨t der Neurone nicht beeinflusst (vgl. Abschnitt 4.4 bzw. Guzman et
al. (2009)).
Weitere Parallelen sind im Frequenzmuster der intrinsischen Aktivita¨t sowie
in der Morphologie der Aktionspotentiale zu finden (vgl. Abschnitte 4.3.1 und
4.3.2 bzw. Chan et al. (2007) und Bean (2007)).
5.3 Kalziumhomo¨ostase und Oxidativer Stress
Warum Zellen der Substantia nigra, des Locus coeruleus und anderer Kernge-
biete im Gehirn im Verlauf der Parkinson-Krankheit einem beschleunigten Zell-
untergang unterliegen, ist nach wie vor nicht vollsta¨ndig verstanden. Wa¨hrend
bei genetisch (Kumar et al., 2011) oder toxisch (van der Mark et al., 2012)
bedingten Parkinson-Syndromen die Ursachen weitgehend erforscht sind, wer-
den beim IPS verschiedene a¨tiologische Modelle diskutiert. Das in Abschnitt
2.4 beschriebene Modell zum Einfluss oxidativen Stresses ist ein mo¨glicher Er-
kla¨rungsansatz fu¨r die erho¨hte Vulnerabilita¨t der betroffenen Zellgruppen.
Guzman et al. haben ku¨rzlich fu¨r SNpc- und VTA-Neurone mithilfe von
transgenen Ma¨usen die Belastung einzelner Zellen durch oxidativen Stress
nachweisen ko¨nnen. In den Experimenten wurden Ma¨use verwendet, die ein
Genprodukt bestehend aus einem redoxsensitiven
”
green flourescent protein“
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(GFP) gekoppelt an den Promotor fu¨r Tyrosinhydroxylase exprimieren. Mittels
Zweiphotonen-Mikroskopie wurde der Oxidationsstatus der Zellen gemessen.
Es zeigte sich, dass Zellen in der SNpc im Vergleich zu denen der VTA von
Grund auf einem ho¨heren oxidativen Stress ausgesetzt sind. Eine Vorbehand-
lung der Ma¨use mit Isradipin bewirkte eine signifikante Minderung des oxidati-
ven Stresses (Guzman et al., 2010). Diese Beobachtungen unterstu¨tzen die oben
beschriebene These des scha¨digenden Einflusses einer Kalziumu¨berladung der
Zellen. Vergleichbare Messungen an LC-Neuronen ko¨nnten Auskunft daru¨ber
geben, ob auch hier prinzipiell ein Ansatz zur neuroprotektiven Behandlung
gegeben ist.
Verschiedene Arbeiten, die sich ebenfalls mit dem Zusammenhang zwischen
intrazellula¨rem Kalziumspiegel und U¨berlebensrate dopaminerger Zellen be-
fassen, stehen in scheinbarem Widerspruch zu dem oben beschriebenen Kon-
zept. Die hier durchgefu¨hrten Experimente fu¨hren zu dem Ergebnis, dass ein
moderater Anstieg des intrazellula¨ren Kalziumspiegels und die elektrische Ak-
tivita¨t der Zellen zu einer erho¨hten U¨berlebensrate fu¨hren (Salthun-Lassalle et
al., 2004; Katsuki et al., 2001; Michel et al., 2007). Eine mo¨gliche Erkla¨rung
fu¨r diese unterschiedlichen Beobachtungen ist die Tatsache, dass hier mit kul-
tivierten dopaminergen Zellen aus dem Mittelhirn von Ratten und nicht mit
Hirnschnitten gearbeitet wurde. Angesichts der stark differierenden Ergebnisse,
die in der Literatur zu finden sind, muss davon ausgegangen werden, dass der
Einfluss von elektrischer Aktivita¨t und Ho¨he des Kalziums auf das U¨berleben
der Zellen stark von der Art und den Rahmenbedingungen der jeweiligen Ex-
perimente abha¨ngt. Auch scheint der positive Effekt der Kalziumerho¨hung auf
einen schmalen Konzentrationsbereich beschra¨nkt zu sein (Salthun-Lassalle et
al., 2004). In den von Guzman et al. durchgefu¨hrten Experimenten wird der
Redoxstatus der Zellen abha¨ngig von der Blockade von L-Typ-Kalziumkana¨len
gemessen und nicht der Einfluss des Blockers auf die Konzentration von Kal-
zium im Zytoplasma, sodass keine eindeutige Aussage u¨ber die Bedeutung der
intrazellula¨ren Kalziumkonzentration an sich getroffen werden kann.
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5.4 Neuroprotektion und klinischer Bezug
Das in Abschnitt 2.4 beschriebene Modell zusammen mit den in Abschnitt 4.4
gezeigten Ergebnissen demonstriert die potentielle Bedeutung einer Blocka-
de von Kalziumkana¨len fu¨r die Behandlung der Parkinson-Krankheit. Auf die
autonome Schrittmacheraktivita¨t bzw. die Frequenz der Aktionspotentiale der
Locus coeruleus Neurone hat die Applikation des L-Typ-Kalziumkanalblockers
Isradipin keine Wirkung. Das Ansprechen der nach TTX-Applikation sichtba-
ren langsamen Membranoszillationen auf das Dihydropyridin zeigt aber, dass
diese Kana¨le dennoch in diesen Zellen aktiv sind. Das bedeutet, dass L-Typ-
Kalziumkana¨le zwar an der elektrischen Aktivita¨t der Neurone beteiligt, fu¨r
diese aber nicht zwingend notwendig sind. Wenn durch die Blockade dieser
Kana¨le tatsa¨chlich die intrazellula¨re Kalziumkonzentration und damit auch
der oxidative Stress der Zellen reduziert werden kann, ha¨tten Dihydropyridi-
ne potentiell neuroprotektiven Charakter auf LC-Neurone und dies, ohne die
Funktion der Zellen zu beeinflussen.
Da Dihydropyridine schon seit Jahrzehnten erfolgreich in der Behandlung
der arteriellen Hypertonie eingesetzt werden und relativ nebenwirkungsarm
sind, stellen sie vor dem hier beschriebenen Hintergrund eine interessante
Mo¨glichkeit einer neuen neuroprotektiven Strategie dar. Eine erste klinische
Pilotstudie an 31 Parkinson-Patienten hat gezeigt, dass die Einnahme von Isra-
dipin keinen signifikanten Effekt auf den Blutdruck hat. Das Medikament wur-
de in dieser Studie sehr gut toleriert; lediglich bei ho¨heren Dosierungen traten
Nebenwirkungen wie Beino¨deme oder Schwindel auf (Simuni et al., 2010).
Die Annahme, dass der oben beschriebene Mechanismus zumindest in Neu-
ronen der SNpc vorzufinden ist, wird durch retrospektive klinische Studi-
en unterstu¨tzt, die die Inzidenz der Parkinson-Krankheit bei Patienten, die
aufgrund einer arteriellen Hypertonie medikamento¨s behandelt werden, un-
tersuchen. Hierbei findet sich bei denjenigen Patienten, die eine langja¨hrige
Behandlung mit Dihydropyridinen erhalten haben, eine signifikant niedrige-
re Inzidenz der Erkrankung als in den anderen Gruppen (Rodnitzky, 1999;
Becker et al., 2008; Ritz et al., 2010; Pasternak et al., 2012). Dieser Umstand
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legt nahe, dass L-Typ-Kalziumkanalblocker einen neuroprotektiven Effekt auf
die Substantia nigra haben.
Verschiedene andere Studien kommen zu einem entgegengesetzten Ergebnis.
Ton et al. untersuchten in einer Fall-Kontroll-Studie ebenfalls die Inzidenz der
Parkinson-Krankheit in Abha¨ngigkeit von der Einnahme von Kalziumkanal-
antagonisten und fanden keine signifikante Korrelation (Ton et al., 2007). Im
Unterschied zu der oben genannten Studie von Becker et al. wurde hier die
Einnahme von Kalziumblockern im Zeitraum von fu¨nf Jahren vor Untersu-
chungsbeginn außer Acht gelassen, um den Einfluss der Medikation wa¨hrend
der subklinischen Phase der Erkrankung auszuschließen. Die gro¨ßte Risikore-
duktion ist nach Becker et al. aber offensichtlich in den Gruppen erkennbar,
die noch in den 90 Tagen vor Diagnosestellung Kalziumantagonisten einge-
nommen haben. Eine Einnahme in der Vergangenheit hat in beiden Studien
keinen Effekt gezeigt. Dieser Umstand ko¨nnte die divergierende Grundaussage
der beiden Arbeiten erkla¨ren.
Neben klinischen Studien weisen auch histopathologische Untersuchungen an
Hirnschnitten von Ma¨usen auf einen protektiven Effekt von Isradipin auf
das U¨berleben von SNpc-Neuronen in einem Mausmodell fu¨r Parkinson (6-
Hydroxydopamin, 6-OHDA) hin (Ilijic et al., 2011). Inwieweit der Antagonis-
mus von L-Typ-Kalziumkana¨len auch im Locus coeruleus eine positive Wir-
kung auf das U¨berleben der Neurone hat, muss sich in Folgeexperimenten
zeigen. Sinnvoll wa¨ren hier zum Beispiel immunhistologische Untersuchungen
von TH-positiven Zellen in Hirnschnitten von Ma¨usen, die mit Dihydropyri-
dinen vorbehandelt wurden, im Vergleich zu solchen, die diese Behandlung
nicht erfahren haben. In einem Mausmodell fu¨r Parkinson (6-OHDA, MPTP)
ko¨nnte bei positivem Ausgang in den vorbehandelten Tieren eine ho¨here Zahl
an LC-Neuronen gemessen werden als in der Kontrollgruppe.
Substanzen, denen eine neuroprotektive Komponente zugesprochen wird, sind
fu¨r die Behandlung der Parkinson-Krankheit prinzipiell vor allem dann von
Bedeutung, wenn sie mo¨glichst fru¨h eingesetzt werden ko¨nnen, da bei Mani-
festierung der klinischen Symptome bereits u¨ber 70 % der dopaminergen SNpc-
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Neurone zugrunde gegangen sind. Insofern hat die Entwicklung von Strategien
zur Fru¨herkennung der Krankheit in Zukunft eine große Bedeutung. Auch bei
Kalziumantagonisten ist der fru¨he, pra¨klinische Einsatz essentiell, da unla¨ngst
gezeigt werden konnte, dass Dihydropyridine auf das Fortschreiten der Erkran-
kung keinen Einfluss zu haben scheinen (Marras et al., 2012).
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